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Uber den Einflu8 des Carotins 
auf den Guanasegehalt der Rattenmilz. 
Von 


Ingalill Rydh-Ehrensviird und Gerhard Schmidt. 





(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Juni 1934.) 





Uber den Mechanismus, der der wachstumssteigernden Wirkung 
des Carotins zugrunde liegt, wissen wir noch nichts Sicheres. 
Es liegt bei der Bedeutung des Zellkernes fiir die Zellteilung 
nahe, den Angriffspunkt der Carotinwirkung in den Kernsub- 
stanzen, also den Nucleoproteiden zu suchen, um so mehr, als 
H. v. Euler und G. Schmidt?) kiirzlich einen deutlichen EinfluB 
der Carotinzufuhbr auf den Gehalt wachsender Organe an Purin- 
verbindungen nachweisen konnten. Allerdings muB hierbei die 
Frage offen gelassen werden, ob die Steigerung des Nucleingehalts 
ursichlich mit der Carotinzufuhr zusammenhingt oder nur als 
Ausdruck der gesteigerten Zellteilung zu betrachten ist. Um einen 
weiteren Beitrag zu dieser Frage zu liefern, haben wir auf An- 
regung von Herrn Prof. H. v. Euler den EinfluB des Carotins 
auf den Purinfermentgehalt von Organen, und zwar zunichst auf 
den Guanasegehalt der Milz untersucht. 


Methode. 


Zur Guanasebestimmung benutzten wir der iibersichtlicheren Versuchs- 
bedingungen wegen nicht Organbrei, sondern wiBrige Extrakte aus Ratten- 
milz, nachdem wir in Vorversuchen festgestellt hatten, daB sich die gesamte 
Guanase des Organs leicht in Liésung bringen liBt. Zur Herstellung der 
Ausziige wurde sofort nach Tétung des Versuchstieres die gewogene, mit 
der Schere zerkleinerte Milz in etwa der fiinffachen Menge Wasser auf- 
geschwemmt und nach Zusatz einiger Tropfen Toluol bei 37° 2—3 Stunden 
lang stehen gelassen. Dann wurde abzentrifugiert, der Riickstand nochmals 
sorgfiltig mit Wasser verrieben, und Extrakt und Waschwasser im MeB- 
kélbchen auf 25 cem aufgefiillt. 

Zur Fermentbestimmung wurden jeweils 20 ccm n/10 Borat-Salzsiure- 
puffer nach Serensen (pq 8,7) und 10 cem Guaninlésung nach G. Schmidt?) 





1) Diese Z. 228, 215 (1934). 
2) Diese Z. 208, 225 (1932). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. COXXVII. 12 
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in ein 50 ccm-MeBkélbchen gegeben. Bei Beginn des Versuchs wurden 
3cem Milzauszug zugefiigt und mit Wasser auf 50 ccm aufgefillt. Alle 
Lésungen waren auf 37° vorgewirmt. Als Kontrolle wurde in gleicher 
Weise ein Ansatz exponiert, der statt der Guaninlésung 0,5 °/,ige Gelatine- 
lésung enthielt. Zu den in der untenstehenden Tabelle angegebenen 
Zeitpunkten wurden jeweils aus Kontroll- und Hauptansatz 20 cem der 
Versuchslésungen in 1 cem 8°/,ige Salzsiure abpipettiert und bis zur 
Ammoniakbestimmung bei 0° aufbewahrt (nicht linger als 20 Stunden). Die 
Ammoniakbestimmungen wurden nach der von G.Schmidt beschriebenen 
Technik ausgefiihrt. 


Uber den Einflu8 des Carotins 
auf den Guanasegehalt der Milz. 






























































Absolutes 
Nr.} Milzgew. | 15 Min.} 25 Min.] 30 Min.| 45 Min.|50 Min.]/60 Min.| 30’-Werte 
~ 
Soeceninceeennsaenannaeneeemeen a —— ee — Tr ne a A RR A 
Kost: Normal 

31 22 25,7 | 12,9 

6] 1,2 11 19,5 14,2; 13 
13} 0,8 14,2 20,0 14,2; 12 
19 1,4 14,1 25,4 | 14,1; 12,7 
22] 1,5 10,8 20,1 12,9; 12 
24* 17,0 27,6 17,0; 16,5 

Kost: A-frei 
4] 0,15 23,8 | 11,6 
18 0,2 8,2 13,9 20,0 8,2; 9,2: 10 
A-frei 16 Tage + Follikulin (6 Tage) 
} 015 | | | 8,7 | 19,6 | | | 8,7; 13 
Kost: A-frei + «-Carotin 
16 0,5 | 16,2 25,7 | 16,2; 15 
20] 0,4 10,8 23,8 |10,8; 11,9 
Kost: A-frei + §-Carotin 

17] 0,4 18,5 29,3 18,5; 15,6 
21 0,2 15,0 28,8 15,0; 14,4 


* Einige Tage vor dem Tode mit Karotten ernihrt. 


Wie man ohne weiteres aus der Tabelle sieht, stellen alle 
zu ein- und demselben Versuche gehérigen Werte Punkte einer 
Kinetikkurve dar, die in keinem Versuch gradlinig ist. 


In der 
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' letzten Rubrik der Tabelle finden sich die aus den verschiedenen 


Kurvenpunkten unter Annahme von Proportionalitit zwischen ab- 


| gespaltener Ammoniakmenge und Wirkungszeit auf 30’ umgerech- 


neten Werte. Die genau oder mit geringer Abweichung-nach 30’ 


 bestimmten Werte in den einzelnen Experimenten sind fett- 
_ gedruckt und dienen als Maf fiir die Aktivitat. Der Gang der 


rechnerisch auf 30’ reduzierten Werte gibt die Konkavitat bzw. 


Konvexitaét der Zeitwirkungskurve an. 


Betrachtet man alle in der letzten Rubrik angegebenen 30’- 


Werte, so lassen sich die Ergebnisse folgendermafen zusammen- 


fassen: 
Normale Ernéhrung; mittlere Aktivitét 14,2; Kurve Konvexitit 
Vitamin-A-freie Kost; __,, m 8,5; ,,  Konkavitit 
A-freie Kost + Carotin; ,, . 15 ;  ,, Konvexitit. 


Durch Vitamin-A-Entzug wird also die Guanase-Aktivitat 


der Milz sehr wesentlich herabgesetzt und der Verlauf der Zeit- 
_ wirkungskurve geindert. Vitamin-A-Zufuhr bewirkt, daB diese bei 
der A-freien Kost beobachteten Erscheinungen nicht auftreten. 


Die Deutung der einzelnen Versuche ergibt sich aus der 
Tabelle selbst; wir méchten nur bemerken, daB im Versuch 20, 
in dem durch die Carotinzufuhr die Wirkung der A-freien Kost 
auf die Guanase-Aktivitat noch nicht véllig ausgeglichen war 
immerhin iiberstieg die Aktivitat die héchste bei A-freier Er- 
nihrung beobachtete ganz bedeutend), auch die Kinetikkurve noch 
schwach konkav verlauft. 

Die verinderte Kinetik der Milzguanase im Vitamin A-freien 
Tier ist wohl so zu erkliren, daB durch den Vitamin-A-Mangel 
eine aktivierende Bedingung, die beim carotinreich ernihrten Tier 
schon zu Beginn des Versuchs vorhanden ist, fehlt und erst im 
Verlauf der Autolyse eintritt. 

DaB die bei Vitamin-A-Mangel verainderte Kinetik durchaus 
nicht nur als eine sekundire Folge der verminderten Aktivitit 
zu betrachten ist, beweisen die beiden folgenden, an vitaminreich 
ernihrten Ratten mit Jensensarkomen angestellten Versuche: 


Kost: A-reich 
































m meen 15 | 30 | 45 | 60 
ane 8 . Min. | Min. | Min. | Min. 
5 (Sarkomtier) | 1,7 21,2 | 33,8 21,2; 22, 8 
10 0,7 | 9,8 1165 | 26,5 | 36,5 | 19, 8; 16,5; 17, 6; 18, 3 


12° 
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Hier finden wir bei weit iiber dem Durchschnitt von Normal. 
tieren liegenden Guanasewerten eine konkave Kurve, ahnlich wie 
bei Vitamin A-frei ernihrten Tieren. Auch bei Gegenwart eines 
Tumors scheinen also die Aktivierungsverhiltnisse der reichlich 
vorhandenen Milzguanase veraindert zu sein. Anderungen der 
enzymatischen Aktivierungsverhiiltnisse bei Tumoren sind ja 


jiingst von S. Edlbacher?) am Beispiel der Arginase beschrieben 
worden. 


Zusammenfassung. 


Bei Vitamin A-freier Ernihrung tritt eine starke Verminde- 
rung des Guanasegehalts in der Rattenmilz ein. Gleichzeitig sind 
die Aktivierungsverhiltnisse veriindert. Beide Wirkungen der 
A-freien Kost werden durch Carotinzufuhr aufgehoben. In der 
Milz tumorkranker Tiere ist die Aktivitit der Guanase betriicht- 
lich gréBer als bei gleich ernihrten Normaltieren. 





*) Diese Z. 217, 89 (1933). 
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Clupeinuntersuchungen. 
II, Elektrometrische Titration von Clupein*). 


Von 


K. E. Rasmussen und K. Linderstrem-Lang. 
Mit 5 Figuren im Text. 


(Aus dem Carlsberg Laboratorium, Kopenhagen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 9. Juli 1934.) 


In einer friiheren Arbeit’) wurde eine Darstellungs- und 
Fraktionierungsmethode fiir Clupein angegeben, welche abbauende 
und hydrolysierende Eingriffe méglichst vermeidet, um dadurch, 
wenn dies iiberhaupt erreichbar ist, die Clupeinkomponenten aus 
dem Ausgangsmaterial unverindert in die fertiggestellten Frak- 
tionen zu iiberfiihren. Nach dieser Methode wurden 7 Fraktionen 
dargestellt, und eine Bestimmung ihres Arginingehaltes schien 
deutlich zu zeigen, da8 zumindest 3 Fraktionen anders zusammen- 
gesetzt waren als die iibrigen, was also vermutlich auf Verschieden- 
heiten der im Rohmaterial vorhandenen Clupeinkomponenten be- 
ruhen muBte. Die sonstigen analytischen Untersuchungen — 
soweit sie bis jetzt durchgefiihrt wurden — zeigten indessen, dab 
alle Fraktionen einander dennoch recht nahe stehen. Da man 
annehmen kann, daf zwischen den Unterschieden im Arginin- 
gehalt und den elektrochemischen EKigenschaften der betreffenden 
Fraktionen ein Zusammenhang besteht, sollte eine Untersuchung 
dieser Kigenschaften das obige Resultat bestitigen und auBer- 
dem vielleicht Unterschiede aufdecken kénnen, die bei der ana- 
lytischen Bestimmung einzelner Grundstoffe oder Atomgruppen 
verborgen bleiben. Es ist das Ziel dieser Arbeit, einen derartigen 
Zusammenhang zu verfolgen dadurch, da8 man mittels elektro- 
metrischer Titration in waBriger Liésung und mittels Bestimmung 
freier Amino- und Carboxylgruppen durch Alkohol- und Aceton- 
titration die Dissoziationskonstanten der einzelnen Clupeinfrak- 





*) Wird auch in den C. r. du Laboratoire Carlsberg verdéffentlicht 
werden. 
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tionen bestimmt, um daraus die einheitliche oder zusammen- 


gesetzte Natur der dargestellten Fraktionen zu erschlieBen, sowie 
endlich aus diesen Daten im Verein mit den analytischen Ergeb- 
nissen eine Berechnung des Molekulargewichtes des Clupeins zu 
ermoglichen. 

Bei elektrometrischer Titration einer aliphatischen Mono- 
aminosaure erhilt man jene wohlbekannte Titrationskurve, welche, 
mit p,, als Parameter aufgetragen, eine aus zwei S-formigen 
Kurvenstiicken bestehende Kurve darstellt, deren Wendepunkte 
bei p,-Werten liegen, die den Dissoziationskonstanten der be- 
treffenden Aminosiure entsprechen. 

Die wenigen bis jetzt vorgenommenen elektrometrischen 
Titrationen von Di-, Tri- und Polypeptiden ergaben Titrations- 
kurven von genau gleichem Typus wie der der Aminosiuren, 
wobei jedoch die Dissoziationskonstanten der beiden Kurveniste 
einander niher liegen als bei diesen. Es sei in diesem Zusammen- 
hang nur auf eine Untersuchung von Stiasny und Scotti?) hin- 
gewiesen, in der tiber die Titration verschiedener Glycinpeptide 
berichtet wird. Die lingste hierbei untersuchte Kette von Amino- 
siuren war die des Pentaglycylglycins, welches iiberhaupt eines 
der langsten auf seine Titrationskurve gepriiften Polypeptide dar- 
stellt. Greenstein*) hat beim Studium einer Reihe von Peptiden 
di- und trivalenter Aminosiiuren die Titrationskurven und Disso- 
ziationskonstanten von Phenylalanylarginin und Tyrosylarginin 
bestimmt; dies sind die einzigen argininhaltigen Peptide, die bis 
jetzt untersucht worden sind. 

Dagegen wurde das elektrochemische Verhalten einer langen 
Reihe von eigentlichen Proteinen durch elektrometrische Titration 
untersucht; da aber der komplizierte Aufbau dieser Stoffe die 
Resultate durchweg recht uniibersichtlich macht, sollen hier nur 
zwei Untersuchungen von Globin und Thymushiston erwihnt 
werden, da diese Substanzen von allen untersuchten Proteinen 
den Protaminen am nichsten stehen. Das Globin wurde von 
Roche‘) bearbeitet, der nachwies, daB dessen Titrationskurve im 
Typus der der Aminosiuren gleicht, obgleich die beiden Wende- 
punkte nicht besonders hervortreten und der sonstige Kurven- 
verlauf nur ein recht verwischtes Abbild des fiir die Aminosiuren 
charakteristischen darstellt. Dies ist vermutlich darauf zuriick- 
zufiihren, daB der Aufbau des Globins ein recht verwickelter ist; 
fiir das Paraglobin kommt noch dazu, daB es wahrscheinlich eine 
Mischung mehrerer Globine gewesen ist. Das Thymushiston, das 
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durch seinen verhiltnismiBig groBen Gehalt an basischen Amino- 
siuren an die Protamine erinnert, wurde untersucht von Felix 
und Harteneck'), welche eine Titrationskurve bestimmten, die, 
wenngleich mit einigen betrichtlichen Abweichungen, dem Haupt- 
typus der Aminosiurekurven folgt. Es diirfte jedoch kaum még- 
lich sein, diese Kurve einer Berechnung der Konstanten zugrunde- 
zulegen, da die Genauigkeit, mit der sie experimentell festgelegt 
wurde, nicht besonders grof ist. Clupein ist vermutlich bedeutend 
einfacher aufgebaut als die erwihnten Proteine, und wenn es auch 
vielleicht nicht ein einziges einfaches, unverzweigtes Polypeptid ist, 
so kann man doch bedeutend gréBere Ubereinstimmung mit den 
Aminosiiuren erwarten, als es bei den mehr zusammengesetzten 
Proteinen der Fall war. 

Ist das Clupein eine einfache unverzweigte Aminosiurekette, 
so muB es mindestens je eine freie Carboxyl- und «-Amino- (evtl. 
Imino)-gruppe enthalten. Einer langen Reihe verschiedener 
Arbeiten zufolge mu als bewiesen angesehen werden, daf nur 
a-Aminogruppen und Iminogruppen an den Peptidbindungen teil- 
nehmen. Clupein muf daher, entsprechend seinem groBen Arginin- 
gehalt, viele freie Guanidogruppen enthalten, die ihm seine stark 
basischen EKigenschaften verleihen. Viele Forscher haben freie 
Carboxyl- und Aminogruppen im Clupein nachzuweisen und deren 
Menge zu bestimmen versucht. So haben u. a. Waldschmidt- 
Leitz, Schaffner und Grassmann®) bei Titration in 90°/, Alkohol 
Werte gefunden, die auf einen geringen Gehalt an freiem Carboxyl 
im Clupein schlieBen lassen. Der Titrationswert ist zwar zu niedrig, 
selbst fiir eine Carboxylgruppe, wenn mit einem Molekulargewicht 
von etwa 2000 gerechnet wird, doch kann erstens das letztere 
unrichtig sein, und zweitens ist der gefundene Titrationswert wahr- 
scheinlich recht ungenau, infolge der Ausfillung des Sulfats bei 
der hohen Alkoholkonzentration. Felix und Dirr‘) finden zwar 
gerade eine freie Carboxylgruppe, da aber diese Untersuchung mit 
einem vermutlich stark abgebauten Clupeinpriiparat durchgefihrt 
wurde, kann daraus nicht auf das urspriingliche Clupein geschlossen 
werden. Die Gegenwart von freiem Carboxyl ist jedoch zweifellos 
als bewiesen anzusehen, wenngleich dessen Menge noch unbestimmt 
bleibt, und das Clupein muB folglich mindestens ebensoviele freie «- 
Amino(Imino)-gruppen enthalten, wenn der oben besprochenen Hypo- 
these iiber die Zusammensetzung des Clupeins irgendwelche Berechti- 
gung zukommt. Kossel und Gawrilow’) geben in einer vielzitierten 
Arbeit an, da8 das Clupein keine freien a-Amino- oder Iminogruppen 
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enthalten kénne, da es bei der Formoltitration keine Base verbrauche, 
Dies ist jedoch unrichtig, da von Linderstrem-Lang?’) gezeigt 
wurde, daS man, wenn man wie Kossel und Gawrilow ein p, 
von etwa 8,6 als Ausgangspunkt der Formoltitration beniitzt, also 
die Lésungen vor dem Formolzusatz auf dieses p,, bringt, jedes 
Polypeptid von der Linge und stark positiven Ladung des Clupeins 
schon in waBriger Lisung fast austitriert hat, weshalb man nach 
dem Formolzusatz keinen besonderen Basenverbrauch mehr er- 
warten kann. Es ist jedoch eigentiimlich, daB die beiden Ver- 
fasser gar keinen Formolstickstoff fanden, denn bei einem von 
Linderstrem-Lang in der eben genannten Arbeit erwihnten 
Titrationsversuch verbrauchten 0,2 g Clupeinchlorid bei der Formol- 
titration 0,144 cem n/10-NaOH unter den von Kossel und Gawri- 
low angegebenen Bedingungen. Kossels und Gawrilows Er- 
gebnis wurde von Felix und Dirr’) bestitigt, indem auch diese 
Forscher nur ganz wenig Formolstickstoff fanden. Der Grund 
hierfiir ist indessen noch schwieriger nachzuweisen als bei der 
Untersuchung von Kossel und Gawrilow, da Felix und Dirr 
das bei der Formoltitration angewendete Verfahren nicht in Einzel- 
heiten angegeben haben. 

Auch Van Slykes Methode ist oft zur Bestimmung der freien 
Aminogruppen des Clupeins angewendet worden. Da indessen 
freie Iminogruppen durch diese Methode nicht erfaBt werden, 
sollte man damit keine freie stickstoffhaltige Gruppe nachweisen 
kénnen, falls sie beim Clupein in einem Prolin- (oder Oxyprolin-) 
rest auftritt. Verschiedene Forscher haben jedoch mit Hilfe von 
Van Slykes Methode einen kleinen Gehalt freier Aminogruppen 
im Clupein nachgewiesen. Die Ergebnisse stimmen allerdings 
recht schlecht iiberein und sind durchwegs bedeutend niedriger 
als fiir auch nur eine freie Aminogruppe zu erwarten wiire, wenn 
man von dem bisher angenommenen Molekulargewicht des Clupeins 
ausgeht, weshalb denn auch u.a. Waldschmidt-Leitz, Ziegler, 
Schaffner und Weil?) zu dem Schlu8 kommen, daB die Amino- 
siurekette des Clupeins mit einem Prolinrest beginnen miisse. 
Felix und Dirr’) nehmen an, da8 der nach VanSlyke bestimmte 
Stickstoff den freien Guanidogruppen entstammt, was auch insofern 
gerechtfertigt erscheint, als Arginin, wie Plimmer#) gezeigt hat, 
bei mehrstiindiger Reaktion mehr Stickstoff liefern kann, als die 
der «-Aminogruppe theoretisch entsprechenden 25 °/,. Die im Clupein 
gefundene Menge ist jedoch zu groB, als dab sie zur Ginze auf 
diese Weise erklirt werden kinnte. Da aber die zu diesen Unter- 
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suchungen verwendeten Praparate vermutlich stark gemischt 
waren, kann man die niedrigen Stickstoffwerte durch die Annahme 
erklaren, daB die Aminosiurekette einer Komponente mit einem 
eine freie Aminogruppe tragenden Aminosiurerest beginnt, wahrend 
die anderen nur Iminogruppen enthalten. SchlieBlich wurde bei 
allen diesen Berechnungen von der Voraussetzung ausgegangen, 
daB das Clupein ein Molekulargewicht von héchstens 2000 hat. 
Nimmt man dagegen ein Molekulargewicht von etwa 4000 an, 
was nach dem im letzten Kapitel der vorliegenden Abhandlung 
Gesagten gerechtfertigt erscheint, so paBt die Menge des nach 
Van Slyke bestimmten Aminostickstoffs in einer Reihe von Fallen 
einigermaBen auf einen Gehalt von einer freien Aminogruppe 
pro Clupeinmolekiil. Doch ist hierbei zu beachten, daB die oben 
angefiihrten Griinde, welche die Bestimmungen unsicher erscheinen 
lassen, natirlich auch unter diesen Voraussetzungen giiltig sind, 
und da8 andererseits Griinde fiir die Annahme sprechen, daB die 
freie stickstoffhaltige Gruppe des Clupeins eine Iminogruppe sei- 

Das obengenannte Molekulargewicht von 2000 ist nach einer 
Berechnung von Waldschmidt-Leitz, Ziegler, Schaffner 
und Weil?®) ein Minimalwert, wenn die Anzahl der verschiedenen 
Aminosiurereste, sowie das Verhiltnis, in dem sie auftreten, be- 
riicksichtigt wird. Svedberg und Sjégren?°) haben auf Veran- 
lassung von Waldschmidt-Leitz mit Hilfe der Sedimentations- 
methode ein Molekulargewicht von 1700—3000 bestimmt, und 
schlieBlich sind Felix und Dirr’) durch Elementaranalyse und 
Methoxylbestimmungen zur rationellen Formel des Clupeinmethyl- 
esterhydrochlorids und zu einem Molekulargewicht fiir dasselbe 
gelangt. Dieses Molekulargewicht wurde bei 4 verschiedenen 
Fraktionen zu 1013, 1069, 2013 und 3959 bestimmt, wonach 
also das Molekulargewicht des freien Clupeins 15—20°/, niedriger 
angenommen werden mub. Da die dabei verwendeten Priiparate 
wohl infolge der handfesten Darstellungsweise mehr oder weniger 
abgebaut gewesen sind, kénnen zumindest die niedrigeren dieser 
Molekulargewichte kaum als fiir das urspriingliche Clupein giiltig 
angesehen werden. Auch eine Reihe von Alteren, auf Elementar- 
analysen begriindeten Molekulargewichtsbestimmungen, welche Werte 
von 750—2000 ergeben haben, miissen als unsicher betrachtet 
werden, da man bei diesem Verfahren kaum auf ausreichende 
Genauigkeit zihlen darf. 

Im folgenden Abschnitt A wird die in der vorliegenden Arbeit 
benutzte Methodik beschrieben und darauf werden die direkt ge- 
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fundenen experimentellen Daten angegeben. Zur Untersuchung 
gelangten 6 der zu Beginn der Hinleitung erwaéhnten 7 Frak- 
tionen, deren Darstellung in!) beschrieben wurde, sowie ein in 
derselben Arbeit erwahntes, unfraktioniertes Praiparat, das im 
wesentlichen nach der Cuprichloridmethode dargestellt worden war. 

Im Abschnitt B wird die theoretische Grundlage der Be- 
rechnungen besprochen, die mit den gefundenen Versuchsergebnissen 
angestellt wurden. Sodann werden die so gewonnenen Daten fiir 
die einzelnen Clupeinpriiparate mitgeteilt. 


A. Versuchsteil. 
1. Darstellung der Clupeinchloridlosungen. 


Zur Untersuchung gelangten Nr. 1—6 der 7 Clupeinfraktionen, deren 
Darstellung und analytische Daten in ') besprochen wurden, sowie das in 
derselben Arbeit erwihnte unfraktionierte Clupeinpriiparat, das im wesent- 
lichen nach der Cuprichloridmethode dargestellt worden war. Fraktion 7 
war nur in so geringen Mengen vorhanden, daf ihre nihere Untersuchung 
unméglich war. Das Clupein lag in allen Priparaten als Sulfat vor, und 
da dieses bei den Temperaturen, die fiir eine elektrometrische Titration in 
Betracht kommen, in Wasser ziemlich schwer léslich ist und auBerdem 
auch in Alkohol und Aceton sehr schwer ldéslich ist, zumindest bei den 
Konzentrationen an diesen Medien, die bei der ma8analytischen Bestim- 
mung der freien Amino- und Carboxylgruppen angewendet werden miissen, 
wurden die Clupeinpriparate in die Chloride iiberfiihrt, die unter den er- 
wiihnten Verhiltnissen ausreichende Loéslichkeit besitzen. 

Die zu den Titrationen verwendeten Lésungen enthielten etwa 1g Clupein 
in 25 cem Wasser und wurden dargestellt durch Lésen von etwa 1,3 g 
Clupeinsulfat in 10—15 ccm Wasser bei 40° und nach vollstindiger Losung 
des Sulfates erfolgendem Zusatz von 0,4 ecm '/,, n-HCl und so viel 1 m-BaCl,- 
Lésung, als der Analyse nach zur Fillung der vorhandenen Schwefelsiure 
erforderlich war. SchlieBlich wurde so viel Kaliumchlorid zugefiigt, daB 
die Lésung nach dem Auffiillen auf 25 ccm */,,m an KCl war. Man suchte 
dadurch die relative Anderung der Ionenstiirke wiihrend der Titration her- 
abzuzetzen, und die Kaliumchloridkonzentration der Clupeinlésung so hoch 
zu halten, daB die geringe Menge von Kaliumchlorid, die bei der elektro- 
metrischen Titration aus der Agarbriicke (vgl. S. 188) herausgelést werden 
kann, im Vergleich zu der schon vorhandenen Menge klein ist und das 
Ergebnis der Titration nicht beeinflussen kann. Nach 1 stiindigem Stehen 
wurde das gefiillte Bariumsulfat abfiltriert, was bisweilen Schwierigkeiten 
machte, da man bei der Fillung des Sulfates Erwirmung zu vermeiden 
hatte, um das Clupein nicht der Gefahr einer Hydrolyse auszusetzen, und 
daher die optimalen Fillungsbedingungen nicht einhalten konnte. Durch 
wiederholtes ZuriickgieBen des Filtrates auf das Filter gelang es jedoch 
stets, klare und sulfatfreie Lésungen zu erhalten. Das vom Bariumsulfat 
zuriickgehaltene Clupein wurde so gut wie méglich mit Wasser ausgewaschen, 
worauf das mit dem Waschwasser vereinigte Filtrat auf 25 ccm aufgefiillt 
wurde. Ausgewaschen werden konnte nur wenige Male und also nicht be- 
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sonders vollstiindig, da das SchluBvolumen 25 ccm nicht iibersteigen durfte. 
Die Bestimmung des in der Lésung enthaltenen Stickstoffes und dessen Um- 
rechnung auf Clupein auf Grund der in’) mitgeteilten Analysen zeigte denn 
auch einen bei der Sulfatfallung eingetretenen Verlust. Da die Menge des 
beim mangelhaften Auswaschen verlorenen Clupeins im Vergleich zur ge- 
samten vorhandenen Menge klein war, und da dessen Zusammensetzung 
durch die Ausfillung kaum verindert werden konnte, ist dieser Umstand 
kaum von Bedeutung fiir die Versuchsergebnisse, wenn mit dem aus den 
Stickstoffanalysen gefundenen Clupeingehalt gerechnet wird. Doch muB bei 
dieser Berechnung auch beachtet werden, daB der in‘) angegebene Total- 
stickstoffgehalt des wasser-, asche- und schwefelsiurefreien Clupeins be- 
rechnet wurde unter Zugrundelegung des in’) fiir Clupeinsulfat angegebenen 
Wassergehaltes, der bei 20° durch Trocknen iiber Schwefelsiure im Vakuum 
bis zur Gewichtskonstanz bestimmt worden war. Es zeigte sich indessen, 
daB die Priparate bei Vakuumtrocknung bei 106° einen weiteren kleinen 
Gewichtsverlust erlitten, was darauf zuriickgefiihrt werden muf, daf das 
stark hygroskopische Clupeinsulfat bei der ersten Trocknung nicht alles 
Wasser abgegeben hat. Der wahre Clupeingehalt der Lésung ist daher 
etwas kleiner als bei Beriicksichtigung des in+) angegebenen Wassergehaltes 
berechnet. Doch ist zu bemerken, daB die Titrationen stets mit den wasser- 
haltigen, nicht iiber 20° erwirmten Priparaten vorgenommen wurden und 
daB alle Berechnungen und Berechnungsergebnisse mit Ausnahme der 
Molekulargewichtsberechnung, die in Abschnitt B niher besprochen werden 
wird, von dem bei 106° bestimmten Gewichtsverlust nicht betroffen werden. 
Und selbst wenn der Gewichtsverlust durch Trocknung bei so hoher Tempe- 
ratur wie 106° nicht ausschlieBlich durch Abgabe von Wasser, sondern 
eventuell durch Abbauprozesse verursacht sein sollte, so wiirde dieser Um- 
stand doch nur das gefundene Molekulargewicht beeinflussen, wiihrend alle 
anderen Ergebnisse nicht durch diese Méglichkeit beriihrt werden. 

Bei den Fraktionen 1 und 4 reichten diezur Verfiigung stehenden Substanz- 
mengen nicht dazu aus, 25 cem Clupeinlésung von gleicher Konzentration 


























Tabelle 1. 
bh 5 © ; Ss . Wassergehalt des | Clupeingehalt von 
54 3 al8Hsiss = | Clupeinsulfates in/,] 5 cem Clupein- 
a =e ed eee - des ungetrockneten chloridlésung 
* #25 eo| $9.8 |.2S-" |Priparat., bestimmt 7 = 
So rs | 8-E to] 8 2° [durch Trockn. i.Vak.| ber. aus d./ber. aus d. 
ee a Oe nee , eingewog.| Total-N- 
q. 852 [552 | $5 :o | bei 20°tb. bei 106° Clupein- | Bestim- 
Sie ies) OF 1e° H,S0O,}) ™ sulfat (g) | mung (g) 
raktion 1 . 0,9441 | 17,48] 54,55 | 228 | 2,28 0,2023 | 0,1811 
, 2. . | 11,3763 | 25,00 | 58,79 | 6,43 7,07 0,2037 | 0,1979 
» 8... | 1,8074 | 25,00 | 55,46 | 1,52 2,20 0,2042 | 0,1876 
» 4. . | 0,7417 | 14,25 | 54,80 | 1,22 1,22 0,2047 | 0,1853 
» 5b .. | 1,8003 | 25,00 | 53,67 1,10 1,72 02038 | 0,1771 
» 6. . | 1,2970 | 25,00 | 56,77 | 0,99 1,47 0,2036 | 0,1891 
‘ach der CuCl, - 
Methode darge- 
Helltes Clupein | 1,3026 | 25,00 | 56,61 | 1,12 6,59 0,1912 | 0,1871 
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wie bei den anderen Fraktionen herzustellen, weshalb alle Volumina ent- 
sprechend herabgesetzt wurden, da vor allen Dingen einigermafen gleiche 
Konzentrationsverhiltnisse eingehalten werden sollten. 

Im Anschlu8 an diese Beschreibung des Darstellungsverfahrens fiir 
die Clupeinchloridlésungen sind in Tabelle 1 die Clupeinsulfatmengen ange- 
geben, die zur Darstellung der einzelnen Lésungen — deren Volumen und 
Stickstoffgehalt ebenfalls angegeben ist — benutzt wurden. Ferner ist der 
Wassergehalt des Clupeinsulfates angegeben und zwar bestimmt, wie oben 
besprochen, durch Trocknung bei 106° und berechnet als Prozent des 
ungetrockneten Priparates, bzw. bestimmt wie in ') angegeben. Endlich 
enthalt die Tabelle den Clupeingehalt der Lésungen, berechnet aus der 
Clupeinsulfat-Einwage, sowie aus dem Stickstoffgehalt der fertigen Lésungen 
mit Hilfe der Analysen in*) und dem bei 106° bestimmten Wassergehalt. 


2. Elektrometrische Titration. 


Die Titrationskurven der einzelnen Clupeinpriparate wurden durch 
elektrometrische Titration bestimmt, wobei die Wasserstoffionenaktivitit mit 
der Wasserstoffelektrode gegen eine '/,, n-Kalomelelektrode gemessen wurde. 
Die wichtigsten Teile der zur Titration beniitzten Apparatur sind auf Fig.1 
wiedergegeben. 


















































Fig. 1. 


Das in einen Thermostaten tauchende ElektrodengefiéB (A) hatte ein 
Volumen von 10—12cem. Bei der Titration war das GefaéB nur halb ge- 
fillt, da nur 5 cem Clupeinchloridlésung zur Titration beniitzt wurden, um 
zu verhindern, daB infolge eventueller Schaumbildung beim Durchleiten des 
Wasserstoffes ein Teil der Lésung aus dem Gefi8 austreten kénnte. Das 
GefaB war wie gewodhnlich mit einem Wasserstoffzuleitungsrohr (B) und 
einem seitlichen Ableitungsrohr versehen. Das letztere stand mit einem 
kleinen WasserschloB (C) in Verbindung, um den Luftsauerstoff am Eindringen 
zu verhindern. Aus demselben Grund wurde die Fuge zwischen dem Hals 
des GefaiBes und dem Stopfen stets mit Wasser befeuchtet gehalten, obwohl 
bei dichtschlieBendem Stopfen kaum nennenswerte Mengen von Luft hier 
eindringen kénnen. Die drei Bohrungen des Stopfens trugen eine 12 qmm 
groBe, nach Clark’*) platinierte Platinelektrode, eine Agarbriicke (D) und 
ein kurzes Glasrohr zum Einfiihren der Biirettenspitze (HZ). Die Agar- 
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briicke (D) war mit 3,5 n-KCl in 3°/, Agar gefiillt. Die Form der Briicke 
geht aus Fig.1 hervor. Das in die Clupeinlésung tauchende Rohrstiick war 
aufwidrts gebogen, um einer Lésung des Kaliumchlorids méglichst vor- 
zubeugen und auferdem zu verhindern, daf eventuell beim Eintauchen des 
Rohres in die Clupeinlésung Luftblasen sich an der Agar-KCl-Oberfliche 
festsetzten. Titriert wurde mit einer etwa 1 n-Natronlauge, die aus einer 
Mikrobiirette (#’) der von Linderstrem-Lang und Holter’) angegebenen 
Konstruktion zugesetzt wurde. Die Biirette hilt 100 cmm und ihre Ein- 
teilung gestattet eine Ablesungsgenauigkeit von 0,02 cmm. Die Spitze ist 
zu einer langen und diinnen Kapillare (HZ) ausgezogen, die durch das Glas- 
rohr im Stopfen des TitrationsgefiBes gefiihrt und in die Clupeinchlorid- 
lésung getaucht werden kann. Der Raum zwischen der Biirettenspitze und 
dem Glasrohr des Stopfens wurde zwecks Dichtung mit reinem Vaselin 
gefiillt. Das ElektrodengefiB wurde in eine Klammer eingespannt, deren 
gebogener Stiel mit Hilfe durchbohrter Stopfen in den leeren Tubus 
eines Mikroskopstatives eingesetzt war, so daB man das Elektrodengefai8 
mit Hilfe des Mikroskop-Zahnganges schnell und erschiitterungsfrei auf und 
ab bewegen konnte. Da die Biirette (F) feststand, bewegten Biirettenspitze (Z) 
und das Glasrohr, durch welches sie in das Elektrodengefi8 eingefiihrt war, 
sich im Verhiiltnis zueinander; es zeigte sich aber, da8 der Vaselinverschlub 
auch bei einer solchen Bewegung zur Dichtung ausreichte. Man konnte 
daher das ElektrodengefaiB nach jedem Laugenzusatz senken, bis die Biiretten- 
spitze nicht mehr in die Clupeinchloridlésung tauchte, und so die Unsicher- 
heit bei der Wasserstoffionenaktivititsbestimmung umgehen, die dadurch 
entsteht, daB die starke und daher spezifisch schwere Lauge bei stindiger 
Beritithrung von Biirette und Clupeinlésung sich wihrend der Messung 
mit der letzteren mischt. Der Grund fiir die Anwendung einer so starken 
Natronlauge zur Titration, welche zur Beniitzung der genauen Mikro- 
biirette zwang, war der, da® man auf diese Weise nennenswerte Veriinde- 
rungen des Lésungsvolumens und damit Veriinderungen der Konzentration 
der gelésten Stoffe wihrend der Titration umgehen konnte. Die relativ 
groBe Dichte der starken Natronlauge bewirkte ferner, daB die zugesetzte 
Lauge sich trotz der durch die Wasserstoffeinleitung bewirkten Umrihrung 
nur schwierig mit der Clupeinlésung mischte, da die Natronlauge sofort 
beim Zusatz zu Boden sank, sich in einer Schicht unter der Miindung des 
Wasserstoffzuleitungsrohres sammelte und sich nur langsam von dort aus durch 
die iibrige Fliissigkeit verteilte. Diese Erscheinung wurde durch eine be- 
sondere Umrithrung bekimpft. Hierzu beniitzten wir die von Linderstrem- 
Lang und Holter") angegebene elektromagnetische Riihrung, nur mit dem 
Unterschiede, daB die Riihrkérper entsprechend den gréBeren Dimensionen 
der Apparatur einen Durchmesser von 4—4,5 mm hatten. Wahrend der 
eigentlichen Messung wurde jedoch nicht geriihrt, um die niedrigen 
Spannungen nicht durch vagabundierende Stréme vom Elektromagneten zu 
beeinflussen. 

Uber die Messung selbst ist nichts Besonderes zu sagen. Sie be- 
stand in einer Messung gegen eine 1/,, n-Kalomelelektrode bei 18° mit ge- 
siittigter Kaliumchloridlésung als Zwischenflissigkeit. Vor jeder Titration 
wurde der Zustand des Apparates und besonders der Elektrode durch 
Messung einer Pufferlésung von bekanntem pay“) gepriift. Wich die ge- 
fundene Spaltung um mehr als einige wenige Zehntel Millivolt vom theo- 
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retischen Wert ab, so wurde die Elektrode ausgeschieden. Bei geringeren 
Abweichungen wurde die Elektrode beniitzt und bei der Berechnung des 
pay der Wert von 7, mit einer entsprechenden Korrektur versehen. Durch 
diese Kontrollmessungen wurde gleichzeitig eine Korrektur fiir den Baro- 
meterstand eingefiihrt. Als 1)-Wert wihlten wir den von Serensen und 
Linderstrem-Lang™) angegebencn az,-Wert von 0,3357, indem man 
gegenwirtig noch nicht imstande ist, aus theoretischen Griinden einen 
anderen Wert vorzuziehen [vg]. Bjerrum und Unmack") sowie Clark!)]. 
Eine Korrektur fiir das Diffusionspotential haben wir nicht einfiihren kénnen, 
doch sei bemerkt, daB der auf die Wasserstoffionen enttallende Teil desselben 
selbst bei den sauersten Lisungen nicht gréBer ist als 0,01 pay. Der Beitrag 
der Clupeinionen zum Diffusionspotential ist unméglich zu beurteilen, da eine 
Korrektion nach der Methode von Bjerrum (Messung bei 3,5 und 1,75 n-KCl) 
in unserem Fall vermutlich keine genaue Bestimmung dieses Beitrages zuliBt. 
Beziiglich der Titration sei im iibrigen nur bemerkt, da8 nach der 
eben besprochenen Kontrolle der Platinelektrode und darauffolgender Rei- 
nigung 5 cem der Clupeinlésung ins GefiB einpipettiert wurden, und zwar 
erst nach Offnung des Wasserstoffstromes, um dadurch zu vermeiden, daB 
ein Teil der Lésung in das Zuleitungsrohr liefe und sich dadurch der 
Titration entzége. Nach Zusammenstellung des Apparates und passender 
Einstellung des Wasserstoffstromes dauerte es etwa 1/, Stunde, bis alle Luft 
vertrieben war und man bei der Messung konstante Potentiale erhielt. 
Die Titration wurde sodann durchgefiihrt wie oben beschrieben, wobei das 
pay der Lésung nach jedem Laugenzusatz gemessen wurde. Die angewendete 
Natronlauge war 1,0453 n, und da bei jeder Titration 140—180 cmm ver- 
braucht wurden, muBte die Biirette wihrend der Titration einmal nach- 
gefiillt werden. Es gelang jedoch, die Biirettenspitze aus dem Elektroden- 
gefaB zu entfernen und wieder einzufiihren, ohne da8 nennenswerte Luft- 
mengen in das GefaiB drangen, so daf eine neuerliche langwierige 
Wasserstofizufuhr zur Wiedereinstellung von konstantem Potential iiberfliissig 
war. Die Biirette wurde nachgefillt, wihrend die Clupeinlésung noch so 
sauer war, daB etwa eindringendes Kohlendioxyd nicht gebunden wurde. 


Die elektrometrische Titration wurde mit den sieben Clupein- 
chloridlésungen durchgefihrt, deren Darstellung im ersten Teil 
dieses Abschnittes besprochen worden ist. Die Titrationsergebnisse 
sind in Tab. 2 zusammengefaBbt. Bei jeder Clupeinchloridlésung 
ist die auf Kubikmillimeter 1 n-NaOQH umgerechnete Menge der 
verbrauchten Natronlauge angegeben, sowie das aus den ent- 
sprechenden Messungen der Wasserstoffionenaktivitét berechnete 
pa, Die graphische Wiedergabe der in ‘l'ab. 2 zusammengefaBten 
Ergebnisse stellt also die Titrationskurve des betreffenden Pri- 
parates dar. AuBerdem ist in Tab. 2 die aus den Titrationskurven 
bestimmte Laugenmenge in Kubikmillimeter 1 n-NaOH angegeben, 
die erforderlich ist, um die betreffende Liésung zu dem im flachen 
Kurvenmittelstiick gelegenen Wendepunkt zu fihren. Hierzu ist 
jedoch zu bemerken, daB diese Mengen an Titrationskurven be- 
stimmt wurden, die mit Kubikmillimeter 1,0453 n-NaOH als Ordi- 
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nate abgesetzt worden waren, worauf die graphisch bestimmten 
Mengen auf 1 n-NaOH umgerechnet wurden. Die Fig. 2—5 zeigen 
die Titrationskurven der Fraktionen 1, 2 und 4 sowie die des 
unfraktionierten Priparates. Die Kurven der Fraktion 4 und des 
unfraktionierten Praparates sind als Typen von normalen und 
abnormalen Titrationskurven wiedergegeben. 
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Fig. 4. Fraktion 4. 
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Nach der CuCl,-Methode 
dargestelltes Clupein. 


Zu den mit den Fraktionen 1 und 2 erhaltenen Resultaten 


sind in diesem Abschnitt einige Bemerkungen zu machen. 


Im 


Gegensatz zu den anderen Fraktionen machten diese Praparate 
bei der Titration Schwierigkeiten, indem sie bei pa, 6—7 stark 


schiumten, selbst bei langsamer Wasserstoffzufuhr. 


Schaum- 


dimpfende Mittel wie Paraffinél und Octylalkohol waren entweder 
wirkungslos oder stérten die Messungen. 
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Bei Fraktion 1 begann das Schiumen bei pa, 5—6, wobei 
sich gleichzeitig Anzeichen einer Elektrodenvergiftung einstellten. 
In einem neuen Versuch wurden nur einige wenige Werte im schon 
bekannten pa,,-Gebiet gemessen, um die Titration abschlieBen zu 
kénnen, bevor die Schaumentwicklung zu stark wurde. Wie Fig. 2 
zeigt, stimmten die Messungen der Parallelversuche gut iiberein, nur 
bei pa,, 5—6 waren die Wasserstoffionenaktivitiitsmessungen auch 
diesmal unsicher. Die Platinelektrode wurde daher durch eine neue er- 
setzt und sogleich die zur Erreichung von pa,, 7,3 erforderliche 
Laugenmenge zugefiigt. Hierauf gelang es bei rascher Arbeit, die 
Titration zu Ende zu fiihren. In der letzten Phase der Titration 
trat eine Ausflockung ein, welche die anderen Priparate nicht 
zeigten. Das mittlere Kurvenstiick (Fig.2) ist infolge der ge- 
schilderten Schwierigkeiten unsicher. 

Auch Fraktion 2 schiiumte stark bei pa,, 7. Der Versuch wurde 
wiederholt, doch gelang es auf keine Weise, die Titration durch- 
zufiihren. Die letzten Kurvenpunkte und der betreffende Kurven- 
abschnitt sind daher unsicher. 


3. Die Bestimmung der freien Amino- (Imino-) und Carboxylgruppen. 


Zur Bestimmung der freien endstindigen Carboxyl- und stickstoff- 
haltigen Gruppen des Clupeins wurde die von Linderstrem-Lang") 
ausgearbeitete Titration mit Siure in Aceton und die Titration mit Base in 
Alkohol nach Willst aitter und Waldschmidt-Leitz") angewendet. Zu 
jeder Titration dienten 5ccm der Clupeinchloridlésungen, deren Darstellung 
im ersten Teil dieses Abschnittes besprochen wurde und die auch zu den 
elektrometrischen Titrationen angewendet worden waren. Da diese Lésungen 
verhiltnismiBig groBe Mengen von Siiuren enthielten, war auch bei der 
Acetontitration zur Erreichung des Titrationsendpunktes der Zusatz von 
Lauge notwendig. Titriert wurde mit 1,0453 n-NaOH, welche aus der oben 
besprochenen Mikrobiirette zugesetzt wurde. 

Bei der Acetontitration wurden zu 5 cem Clupeinchloridlésung 12 cem 
Aceton und 5 Tropfen Naphthylrot gesetzt. Die Titration wurde also in 
70°/, Aceton vorgenommen, bei welcher Konzentration die Lésung sich 
eben noch klar erhielt. Als Titrationsendpunkt wurde ein recht niedriges 
pay gewihlt, indem man als Kontrolle 5 cem */;9) n-HCl beniitzte, die '/,, m 
an KCl waren, mit 12 cem Aceton und 5 Tropfen Naphthylrot versetzt und 
mit 12,46 emm 1,0453 n-NaOH zu einer recht roten Farbe titriert wurden. 

Die Willstitter-Titration wurde in 80°/, Alkohol vorgenommen, indem 
5 cem Clupeinchloridlésung mit 20 ccm absolutem Alkohol und 0,4 ecm 
Thymolphthalein versetzt wurden. Titriert wurde bis zu beginnender Blau- 
fiirbung. Als Kontrolle dienten 5 cem 4/,,m KCl, versetzt mit 20 cem Alkohol 
und 0,4 eem Thymolphthalein. 


In der folgenden Tab. 3 ist fiir die Acetontitrationen der 
Laugenverbrauch in Kubikmillimetern 1,0453 n-NaOH angegeben, 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXVII. 13 
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der erforderlich ist, um 5ccm Clupeinchloridlésung zum Endpunkt 
der Acetontitration zu fiihren, vermehrt um den Kontrollwert, 
d. h. die Differenz zwischen dem auf die entsprechende Anzahl 
Kubikmillimeter 1,0453 n-NaOH umgerechneten Salzsiuregehalt 
der Kontrolle und der bei der Titration der Kontrolle verbrauchten 
Menge Natronlauge. In diesem Fall ist der Kontrollwert also 
35,37 cmm, da 5 ccm 3/,,, n-HCl 47,83 cmm 1,0453 n-NaOH ent- 
sprechen und die Kontrolle 12,46 cmm Lauge verbraucht. Bei 
den Alkoholtitrationen ist angegeben die Differenz zwischen der 
Laugenmenge, die 5 ccm Clupeinchloridlésung bis zum Endpunkt 
der Willstatter-Titration verbrauchen und der von der Kontrolle 
verbrauchten Menge. 

















Tabelle 3. 
: : Titration 
Acetontitration nach Willstitter 
emm 1,0453 n-NaOH | emm 1,0453 n-NaOH 
SS eee — — 
Relate ithe tea date 51,61 154,98 
io anal dee, alld all 24,27 112,06 
OS 4k es ae ee 45,97 — 
woe eee se 131,83 
a re re ee 42,79 130,44 
Nach der CuCl,-Methode dar- 
gestelltes Clupein. .... 80,53 169,24 








Einzelne Werte fehlen auf Grund von Substanzmangel. Be- 
ziiglich der angewendeten Aceton- und Alkoholkonzentrationen 
und der weiteren Verwertung der Titrationswerte der Tab. 3 sei 
im iibrigen auf Abschnitt B verwiesen. 


B. Theoretischer Teil. | 


Die Titrationskurve des Clupeins zeigt, wie aus den Fig. 2—5 
hervorgeht, im wesentlichen die gleiche einfache Form wie die 
Titrationskurven der gewohnlichen aliphatischen Monoaminosiuren 
und der aus diesen aufgebauten Peptide. Einzelne Abweichungen 
von der normalen Kurvenform, wie z. B. der verhaltnismaBig steile 
Verlauf des flachen Kurvenstiickes bei den Fraktionen 2 und 5 
kénnen durch die Annahme erklirt werden, daB die betreffenden 
Fraktionen Mischungen mehrerer Clupeine sind. Dieselbe Annahme 
geniigt zur Erklirung des flachen Verlaufes einiger Kurven im 
basischen Gebiet. Das starke Ansteigen bei pa, 10—11 hingt 
damit zusammen, daf die freien Guanidogruppen und méglicher- 
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weise auch die Peptidbindungen [Stiasny und Scotti?)] des Clupeins 
bei der relativ hohen Alkalikonzentration mittitriert zu werden 
beginnen. 

Da die Titrationskurve des Clupeins den gleichen Verlauf 
zeigt wie die Titrationskurven der gewédhnlichen Aminosiuren 
und niedrigmolekularen Peptide, lige es nahe anzunehmen, daB 
das Clupein verhaltnismiBig einfach aufgebaut sei. Aus der 
Kinleitung geht hervor, da Clupein einen gewissen Gehalt an 
freien Carboxylgruppen und freien formoltitrierbaren stickstoff- 
haltigen Gruppen besitzt. Wir wollen daher bei den folgenden 
Berechnungen vorliufig annehmen, daB das Clupein oder zumindest 
jede seiner Fraktionen ein einheitlicher Stoff sei, aufgebaut als 
einfaches, unverzweigtes Polypeptid mit einer endstindigen Carb- 
oxylgruppe, einer endstiindigen Amino- oder Iminogruppe und — 
entsprechend dem groBen Arginingehalt — einer Reihe von freien 
Guanidogruppen, wobei, wie friher erwahnt, nur die @-Amino- 
und die @-Iminogruppen an den Peptidbindungen teilnehmen. Bei 
der Beurteilung der Berechnungsergebnisse wird die Berechtigung 
dieser Annahmen diskutiert werden. 

Nimmt man mit Bjerrum’) an, daf die aliphatischen Amino- 
siuren in wiBriger Loésung in elektrisch neutralem Zustand 
zwitterionisiert sind, so sollte z. B. die Aminosaure Glycin beim 
Wendepunkt des flachen Kurvenmittelstiickes nahezu ausschlieBlich 
als Zwitterion in der Lésung vorhanden sein. 


+NH,—CH,—CO0O-. 


Die Anwendung desselben Gesichtspunktes auf das Clupein fiihrt 
zur Annahme der Gegenwart des Clupeins als Zwitterion 


+NH,—Clupein—COO— 
oder 
++ ... ++ 
*+NH,—Clupein—COO— 


in Liésungen von pa,, 5—6, da der betreffende Wendepunkt bei 
allen Clupeinpriiparaten in diesem pa,,-Gebiet liegt. Die Pluszeichen 
iiber dem Clupein stellen die positiven Ladungen der freien 
Guanidogruppen dar, da diese zur Giinze ionisiert sind, wenn das 
Clupein als Zwitterion auftritt. Im folgenden wird nur die erste 
der beiden obigen Formeln des Clupeins angewendet werden. Dies 
geschieht nur der Ubersichtlichkeit halber, wobei stets daran fest- 
zuhalten ist, daB die endstindige stickstoffhaltige Gruppe ebenso- 


cut eine Imino- wie eine Aminogruppe sein kann. 
13* 
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Da das Clupein ein Ampholyt ist und als solcher sowohl als 
Siure wie als Base auftritt, ist es infolge der Unsicherheit da- 
riiber, welche von den Funktionen eines Ampholyten als Saure- 
funktion und welche als Basenfunktion zu bezeichnen ist, not- 
wendig, festzustellen, daB wir nach Bronsted?) jeden Stoff, der 
imstande ist, in einem willkiirlichen Lésungsmittel Wasserstoff- 
ionen abzugeben, als Siure, und jeden Stoff, der Wasserstoffionen 
aufnehmen kann, als Base bezeichnen werden. Das Gleichgewicht 
zwischen der Siure S und der Base B, die einander korrespon- 
dieren, wird in willkiirlichem Lésungsmittel ausgedriickt durch 
die Gleichung: 


(1) S <= B+Ht. 


Wendet man dies auf das Clupein an, so ergibt sich, daB das 
Zwitterion beim Saiurezusatz als Base auftritt, indem es Wasserstoti- 
ionen aufnimmt, wobei die Carboxylgruppe entionisiert wird und 
das Clupein sich allmahlich in die der Base korrespondierende 
Siiure verwandelt nach der Gleichung 


B S 
+H. ee t+ wee Hb 
(1) +NH,—Clupein—COO- + H+ =—* +NH,—Clupein—COOH. 


Setzt man dagegen Base zum Zwitterion, so tritt dieses als Siure 
auf und gibt Wasserstoffionen ab, wodurch die endstiindige Amino- 
gruppe entionisiert wird und das Clupein sich allmihlich in die 
der Siure korrespondierende Base umwandelt nach der Gleichung 


S B 
te. t+ t+... 
(i) +*NH,—Clupein—COO- ~—* NH,—Clupein—COO- +H*. 


Die Clupeinchloridlésung enthilt beim Titrationsbeginn ver- 
hiltnismaBig viel Saéure, so daB nicht nur das Carboxylation 
entionisiert ist, sondern auferdem noch ein ziemlich grofer 
UberschuB von freien Wasserstoffionen in der Lésung auftritt. 
Beim Zusatz von Base wird dieser UberschuB allmiihlich ent- 
fernt, die Carboxylgruppe mehr und mehr ionisiert, bis das 
Clupein bei pa, 5—6 als Zwitterion vorliegt (im flachen Mittel- 
stiick der Titrationskurve). Beim weiteren Basenzusatz beginnt 
die Entionisierung der endstiindigen Aminogruppe. Dieser ProzeB 
lauft zu Ende bei pa,, 10—11, wo er gleichzeitig an den Guanido- 
gruppen einzusetzen und die Liésung einen merklichen Gehalt an 
freien Hydroxylionen aufzuweisen beginnt (das letzte, steil an- 
steigende Stiick der Titrationskurve). Der saure Kurvenast der 
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Titrationskurve stellt also ein Gleichgewicht dar, worin das 
Clupein als Base auftritt, wahrend der basische Kurvenast die 
Gleichgewichtsverhiltnisse des Clupeins durch dessen Auftreten 
als Siure zum Ausdruck bringt. 

Wendet man das Massenwirkungagesetz auf die Dissoziations- 
gleichgewichte (II) und (IIT) an, so erhilt man 








‘ @H+ * %+Clup.— 
(1) | oe 

B a 

+Clup. 

bzw 

, ant-a —~ 
(2) i-_— Clup. 
\ J cy 

@+Clup. 


wobei K’g die Basendissoziationskonstante des Clupeins und K's 
dessen Siuredissoziationskonstante darstellt; die iibrigen in den 
Gleichungen auftretenden GréBen sind die Aktivitiiten der be- 
treffenden Ionen. Um die Gleichungen zu vereinfachen, nennen 
wir das Zwitterion tClup.~, die Siure *Clup. und die Base Clup.~. 
Da es indessen kaum méglich ist, das Verhiltnis der Aktivititen 
der verschiedenen Clupeinionen zu bestimmen, haben wir es vor- 
gezogen, die unvollstindigen Dissoziationskonstanten [Bjerrum 
und Unmack™)] zu berechnen, die bestimmt sind durch die 
Gleichungen 








are 
re K —_ aH Ccup.— 
(t B }———-4 C or 

+Clup 

und 

+ 

QH'* C lup.— 

(4) Ks _ 7 Cc up. _ 

+Clup.— 


wobei man an Stelle der Aktivitiiten von Siure, Base und 
Zwitterion die molaren Konzentrationen beniitzt und nur fiir die 
Wasserstoffionen deren Aktivitit einsetzt. 

Bezeichnet man die totale Clupeinkonzentration mit Cy, so 
ist die Konzentration des Zwitterions in (3) 


(9) Csctup.— —_ Cr = Csciup.; 
und in (4) 
(6) C'+clup.— _ Cr i Coiup.— 


Von der Titrationskurve wird graphisch die Laugenmenge ab- 
gelesen, die zur Zwitterionisierung des Clupeins erforderlich ist 
(Wendepunkt im flachen Mittelstiick der Kurve). Aus der 
Differenz zwischen dieser Menge und den Laugenmengen, die 
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den Kurvenpunkten des sauren Kurvenastes entsprechen, be- 
rechnet sich die totale Siurekonzentration Cyq (die Summe der 
gebundenen und freien Siure) im betreffenden Kurvenpunkt. Die 
Konzentration an freier Siure wird durch den Gehalt an freien 
Wasserstoffionen bestimmt. Die Aktivitit der letzteren kann 
aus der Wasserstoffionenaktivititsbestimmung berechnet werden, 
indem 


1 
(7) pa, = log = 
Der Zusammenhang der so bestimmten Grife a,, mit der Wasser- 
stoffionenkonzentration wird gegeben durch die Gleichung 


(8) Cy _ 4 ’ 


wobei f den Aktivitiitskoeffizienten des Wasserstoffions darstellt. 
Die Konzentration an gebundener Siure, d.h. die Konzentration 
der Siure *Clup. wird also bestimmt durch die Gleichung 
(9) C's+cup. = Cuci — ze 
deren Glieder Cyq und a, aus den Versuchsdaten berechnet 
werden kénnen. 

In &hnlicher Weise findet man, dab die Konzentration der 
Base Clup.— bestimmt werden kann nach 
(10) Cotup.— = Cyaon — Con—, 
wobei Cyxaon die totale Basenkonzentration darstellt. Diese libt 
sich berechnen aus der Differenz zwischen den Natronlauge- 
mengen, die den einzelnen Kurvenpunkten des basischen Kurven- 
astes entsprechen, und dem Laugenverbrauch beim Wendepunkte. 
Cox— ist die Konzentration der freien Hydroxylionen. Bis zu 
pa,, 10 ist diese indessen ganz verschwindend neben Cyaon, so dab 
sich die Gleichung (10) reduziert auf 
(11) Cciup.— _ Cyaon > 
Die letztere Gleichung soll hier verwendet werden, da die 
Titrationskurve im Gebiete pa, > 10 ohnedies nicht zu Be- 
rechnungen brauchbar ist infolge der durch die Entionisierung 
der Guanidogruppen verursachten Unsicherheit. 

Fiihrt man die Gleichungen (5), (6), (9) und (ZZ) in (3) und (4) 


ein, so erhilt man 

ex r~ (Cau -F) 
a2 Ky = a 
Caa — 7 
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und 


(13) a an + CysoH ; 





In diesen Gleichungen sind auBer K, und Kg die GréBen Cy 
und f unbekannt. 

Nimmt man an, da8 die Ionenstiirke in verschiedenen Stadien 
der Titration gleich ist, so kann f als Konstante betrachtet und 
gemeinsam mit den iibrigen GréBen aus (12) und (13) berechnet 
werden. Zur Bestimmung von Kz, Cy, und f aus (22) sind drei 
zusammengehorige Wertpaare (Cyc und a,,) erforderlich, wahrend 
man zur Bestimmung von Ks und Cp aus (13) nur zwei Wert- 
paare braucht. MHierbei ist jedoch zu beachten, daB der derart 
experimentell bestimmte f-Wert den gemachten Annahmen (vor 
allem der, daB Clupein ein einheitlicher Stoff sei) zufolge keine 
reelle Bedeutung besitzt, sondern rein empirischer Natur ist. 
Die GréBe faBt eine Korrektion fiir die Herabsetzung der 
Aktivitit des Wasserstoffions bei der betreffenden Jonenstiirke 
zusammen mit einer Korrektion fiir den EinfluB des Diffusions- 
potentiales auf die Wasserstoffionenaktivitatsbestimmung in saurer 
Lésung. Andererseits scheinen die recht hohen gefundenen Werte 
(Tab. 5) darauf hinzudeuten, daB der Beitrag der Clupeinionen 
zur Jonenstirke viel kleiner ist, als man es nach Debye- 
Hiickel von einem Ion mit so hoher Wertigkeit erwarten sollte. 
Der Umstand, daB die Clupeinionen dasselbe Ladungsvorzeichen 
haben wie die Wasserstoffionen, und daB die Ladungen iiber die 
ganze Linge der Molekiilkette verteilt sind, reduziert indessen 
die Kinwirkung der Clupein- und Wasserstoffionen aufeinander 
betrichtlich. 


Werden drei zusammengehorige Werte von a,, und Cyq (in 
Tab. 2 sind die entsprechenden Werte des Laugenverbrauches 
in Kubikmillimeter 1n-NaOH und des pa,, mit *) bezeichnet) ay, 
Cua bzw. ag, Cyc und ay’, Cyo benannt, so erhilt man beim 
Kinsetzen in (72) und durch Liésung der drei Gleichungen nach f 
den Ausdruck 


sr 407 / 4? AAA / ¢s7 47 447 7 
Ay * Ay Cyoy (45 - as) + dy Ay* Cog (ay - ay) 
yA 47 44h , 4? 
14 + dy * 4p° Cyc (44 — 4) 
( ) j= ut PS ee al 777 Pn 77) Pi Pe o 
Ay * Uy Cac ( HCl ~~ cl) + 4° 4° ‘act ( HCl ~ faci) 





mnt 


+ Oy ; Oy Coc (Cre1 su C1) 
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Setzt man das so bestimmte f in zwei der Gleichungen ein, so 
erhilt man zur Bestimmung von C, den Ausdruck 


’ ay an 
Ca - 2 ' sam 











a 
(15) oo sai ae 
a 
H 
C. —_ ” 
HCl a 
Bias r H 
” ay an 
HCl” ~ +; 


Da nun f und Cp bekannt sind, kann Az fiir simtliche Punkte 
des sauren Kurvenastes der Titrationskurve aus (12) berechnet 
werden. 

Setzt man in (/3) zwei zusammengehorige Wertpaare ay, 
Cyaon und ay, Cxaon ein (die entsprechenden Werte der T'a- 
belle 2 sind mit ** bezeichnet), so erhilt man 2 Gleichungen, aus 
denen folgt 





%  Cxaon 


: ay © C'Naon 

Durch Einsetzen dieses Wertes in (/3) kann Kg fiir simt- 
liche Punkte des basischen Kurvenastes berechnet werden. 

Die Werte fiir f und Cp sind in Tabelle 5 angegeben, und 
die den Dissoziationskonstanten Kz und K,; entsprechenden log- 
arithmischen GréBen, die nach einem friiheren Vorschlag?°) Ps 
und P; genannt wurden, finden sich in Tab. 4 in der gleichen 
Reihenfolge wie die Werte der Tab. 2, aus denen sie berechnet 
wurden. Die mit * und ** bezeichneten Werte fiir Ps bzw. Py 
wurden aus den gleichartig bezeichneten Werten der Tabelle 2 
berechnet, welche auBerdem zur Berechnung von f und C;z beniitzt 
wurden, weshalb die daraus gewonnenen Dissoziationskonstanten 
gleich gro® sind. 

Die fehlenden Werte, die durch — bezeichnet wurden, konnten 
nicht berechnet werden, da die aus dem Verbrauch an cmm 1 1n- 
NaOH berechnete Konzentration an Co,— gréBer war als das 
bei der Berechnung bestimmte C,. Dies ist u.a. damit zu er- 
kliren, daf die letzten Titrationswerte infolge der friiher be- 
sprochenen Entionisierung der Guanidogruppen zu hoch waren. 

Aus den C;-Werten, die bei den obigen Berechnungen ge- 
funden wurden und in der 2. und 3. Kolonne der Tab. 5 ange- 
geben sind, geht hervor, daB die GréBe Cy fiir die einzelnen 


Tabelle 4. 
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Praparate verschieden ist. Man kann jedoch hieraus keine be- 
sonderen Schliisse ziehen, da die Lisungen, wie aus Tab. 1 her- 
vorgeht, nicht ganz denselben Clupeingehalt hatten. Ein Vergleich 
zwischen den Fraktionen soll daher erst bei der Besprechung der 
Molekulargewichtsberechnungen gezogen werden. Wenn man in- 
dessen fiir jede einzelne Fraktion das aus den Werten des 
sauren Kurvenastes der Titrationskurve bestimmte C, mit dem 
des basischen Kurvenastes vergleicht, so sieht man, daB das 
erstere in einer Reihe von Fillen wesentlich gréBer ist, als das 
letztere. Dies kann natiirlich nicht zutreffen, wenn, wie eine der 
Voraussetzungen des ganzen Rechnungsganges besagte, jedes Prii- 
parat eine einheitliche Substanz gewesen ist. War dies indessen 
nicht der Fall, so kann man erwarten, daf{ man bei der Durch- 
fiihrung der auf der erwihnten Voraussetzung basierten Berech- 
nung zu kleine Werte fiir Cp finden wird, und zwar besonders 
bei der Berechnung aus den Kurvenpunkten des basischen Kur- 
venastes. ‘Titriert man eine Mischung zweier Ampholyte, deren 
Ps (bzw. Pz) verschieden ist, so erhilt man durch Uberlagerung 
eine Titrationskurve, deren basischer (bzw. saurer) Kurvenast 
weniger steil verliuft, im Wendepunkt also eine zahlenmifig 
kleinere Tangentenrichtung aufweist als eine reine Dissoziations- 
kurve. Das aus der Titrationskurve berechnete C; wird daher in 
diesem Fall kleiner sein als die tatsiichliche totale Ampholyt- 
konzentration, und auBerdem werden die auf Grund verschiedener 
Punkte der Kurve berechneten P;-Werte der Kurve entlang variieren. 
Im vorliegenden Fall, mit Clupein als Ampholyt, ist man, falls die 
Priparate Mischungen darstellen, berechtigt, vor allem das aus 
dem basischen Kurvenast bestimmte C; als zu klein anzusehen, 
da sicher alle Clupeinpriparate ihre freie Carboxylgruppe in einem 
Argininrest enthalten, so daB deren Peptidkette am Carboxyl- 
ende zumindest eine, wahrscheinlich mehrere verkettete Arginin- 
molekiile trigt und hier also recht gleichartig aufgebaut ist (vgl. 
Waldschmidt-Leitz, Ziegler, Schaffner und Weil) ?°) wahrend 
die am anderen Ende des Molekiils stehende freie stickstoffhaltige 
Gruppe der verschiedenen Clupeinpriiparate sicher in verschiedenen 
Monoaminosiureresten enthalten ist. 

Die fiir Cy; erhaltenen Werte berechtigten also den obigen 
Betrachtungen gem&B zu dem Schluf, dab die Fraktionen 1, 2 und 
5 und das nach der Cuprichloridmethode dargestellte unfraktio- 
nierte Clupeinpriparat Mischungen zweier oder mehrerer Clu- 
peine sind. 








es 
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Dieses Resultat wird durch eine genauere Durchsicht der in 
Tab. 4 enthaltenen Werte fiir die Dissoziationskonstanten bestiitigt. 
Man ersieht daraus, daB die P;-Werte fiir die einzelnen Frak- 
tionen recht verschieden, dagegen innerhalb der einzelnen Pri- 
parate und besonders bei den Fraktionen 3, 4 und 6 ziemlich 
konstant sind. Allerdings ist bei der Beurteilung dieser Konstanz 
der empirische Charakter der GréBe f zu beriicksichtigen. — Viel 
schwieriger ist zu entscheiden, bei welchem Priparat die Werte 
der Dissoziationskonstanten P; die gréBte Konstanz zeigen, da 
bei einigen Praparaten nur wenige Werte dafiir existieren und 
die GréBe Ps iiberhaupt viel mehr variiert als Pz. Dies ist u. a. 
auf die bei der Besprechung von C; erwihnten Eigentiimlich- 
keiten des Aufbaus der verschiedenen Clupeine zuriickzufiihren, 
aus denen die Priparate mehr oder weniger gemischt sind. Aber 
auch abgesehen von diesem speziellen Umstand zeigt eine Durch- 
sicht der Dissoziationskonstanten simtlicher untersuchten Amino- 
siuren und Peptide (vgl. Cohn)?4), daB jede beliebige Mischung 
derartiger Stoffe wahrscheinlich den gleichen Unterschied in der 
Komplexitiit der sauren und basischen Dissoziationskurve auf- 
weisen wiirde. Die Variationsbreite der P;-Werte von Stoff zu 
Stoff ist niimlich betrichtlich gréBer als die von Pz. 


Die oben besprochenen Verhiltnisse fiihren es also mit sich, 
daB die angegebenen P;-Werte einigermaBen unsicher sind und 
daB die aus dem basischen Kurvenast der Titrationskurve be- 
rechneten Cp-Werte bei allen Priparaten zu niedrig sind, und 
zwar um so mehr, je uneinheitlicher die Priiparate sind. Kine 
Korrektur hierfiir kann durch graphische Extrapolation gewonnen 
werden. Doch sei hier sofort bemerkt, daB die dabei gefundenen 
GréBen ihrer Bestimmungsweise gemiB natiirlich nicht besonders 
genau sind. 

Aus der unter der Voraussetzung, da8 Clupein ein einheit- 
licher Stoff sei, giiltigen Gleichung (73) erhalt man den Ausdruck 





1 1 
(1 7) Cy aOH S Ks," Cr n 
m *H - Kn 


der fiir eine Clupeinlésung gilt, die verschiedene Clupeine vom 
jeweiligen Ks und Cp enthilt. Sind alle m Werte von Kg, iden- 
tisch, was zutrifft, wenn das Clupein ein einheitlicher Stoff ist, 
so wird die Gleichung dargestellt durch eine Gerade in einem 
Koordinatensystem mit 1 / Cyaon als Abszisse und a,, als Ordinate, 
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durch eine gekriimmte Linie dagegen, wenn das Priparat eine 
Mischung von verschiedene K s,,-Werte aufweisenden Komponenten 
ist. Die Kriimmung der Kurve hingt von der Verschiedenheit der 
Komponenten und von deren Mischungsverhiltnissen ab. 
Ist a,, klein, so geht (17) iiber in 
1 1 
(28) Cnaon Cr’ 


weshalb bei Verlingerung der Kurve zum Schnitt mit der Ab- 
szissenachse (d. h. a, —» 0) die totale Konzentration von 
Cp (Crp) bestimmt wird durch die Gleichung 


m 


1 
= a, 


CnaoHu 
wobei 1/Cyaon von der Abszissenachse abgelesen werden kann. 
Vor der graphischen Extrapolation ist es indessen notwendig und 
richtig, die Titrationswerte im pa,,-Gebiet > 10 auszuschlieBen, da 
diese durch die freien Guanidogruppen und eventuell Peptid- 
bindungen des Clupeins beeinflu8t sind und also bei der Be- 
stimmung der Konstanten der Siure*Clup~. nicht beriicksichtigt 
werden diirfen. Die derart bestimmten Werte fiir Cp sind in der 
vierten Kolonne der Tab. 5 angefiihrt. Wie man sieht, ist die 
Ubereinstimmung des graphisch bestimmten Cz-Wertes mit dem 
aus dem sauren Kurvenast der Titrationskurve berechneten C,-Wert 
bedeutend besser, als mit dem aus dem basischen Kurvenast 
berechneten. 
Ist a,, in (17) groB im Vergleich zu Ks,, was zutrifft, wenn 
das Clupein nahezu oder ganz zwitterionisiert ist, so erhilt man 
1 a 
(20) Guat" Kin Orn’ 
Bezeichnen wir den Mittelwert von A, mit Kg, definiert durch 
den Ausdruck 


(19) 


> Ksn+Crn 
(27 kK = ies - 
. ) Kg > Crn . 

™ 
so geht Gleichung (20) iiber in 

77> _ hw : ae 1 
(22) o~ _s Cr’ 
CNaOH 


wobei die totale Clupeinkonzentration C, durch (/9) bestimmt ist. 
Der erste Faktor ist die Tangentenrichtung der gekriimmten Kurve 








, 
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in den Punkten, wo a, groB ist. Diese kann bestimmt werden 
durch Zeichnen der Tangente in den betreffenden Punkten, worauf K s 
aus (22) berechnet werden kann. Die entsprechende logarithmische 
GréBe Ps ist fir die untersuchten Priparate in Tab. 5. angefiihrt, 
gemeinsam mit den in Tab. 2 angegebenen Mittelwerten fiir P, und 
P; Man beachte, daB P; die dem Mittelwert Kg entsprechende 
logarithmische Gré8e ist, und nicht, wie die Bezeichnung Py viel- 
leicht glauben machen kénnte, der Mittelwert der Logarithmen. 
Die angegebenen Werte sind, wenn auch nicht ganz exakt, so 
doch richtiger, als der aus den einzelnen P,s-Werten der Tab. 4 
gebildete Mittelwert. 

Die Resultate der Aceton- und Willstiitter-Titration kénnen 
zu einer Berechnung von Cy beniitzt werden, wenn man ebenso 
wie bei der Auswertung der elektrometrischen Titration annimmt, 
daB das Clupein ein unverzweigtes Polypeptid mit einer freien 
stickstoffhaltigen Gruppe ist. Ferner ist vorauszusetzen, daB das 
Clupein bei den verhiltnismibig niedrigen (70 bzw. 80°/,) Aceton- 
und Alkoholkonzentrationen vollstiindig austitriert worden ist. 
Dies diirfte jedoch dem Wert der Dissoziationskonstanten zufolge 
wahrscheinlich der Fall sein. Die Differenz zwischen der Laugen- 
menge, die die Clupeinlésung zur Zwitterionisierung des Clupeins 
verbraucht (Tab. 2) und der in Tab. 3 fiir die Acetontitration 
angegebenen Menge ist dem Gehalt an freien Carboxylgruppen 
iquivalent. Da wir indessen vorausgesetzt haben, dab das Mole- 
kil nur eine freie Carboxylgruppe enthilt, so laBt sich die totale 



































Tabelle 5. 
e 4 1‘ a 7 t. 
Cr 10 - C, + 104 q 
Aus d.Titrat.- | 3 "g ber. aus der B 5 
Kurve ber. E ms |—_—__——_lealeaq@ 
@ 2 | ra = | @ Nn 
f alex ein atl. a £ 123/33] /° 
ae ee eee 
= @ S rb) ° io: oD 3 ~~ DM 
Selim Fl Neel} Ook) So ].8 a) 
Se); eel]orgSila s | Sis i, Qi 
ans cos HO — —_— = 
Fraktion 1 . . |0,86] 100,2 | 89,6 | 1038 | — | — 42,88]7,71) — 
» 2. . 10,78] 92,5] 55,6 — | 109,5 | 106,6 | 3,26] 7,36) — 
» 8 0,86] 84,7] 81,0 | 91,6 | 87,2! 96,3] 3,12] 7,83] 7,77 
4 0,91] 93,7] 824 | 943 | 91,0) — | 3,00] 7,92] 7,80 
.. - 0,85] 84,7| 69,3 | 883 | — | 85,913,183] 7,92] 7,86 
: 6 . . 10,87] 90,0! 80,8 91,1 90,3 | 92,9 | 3,07] 8,02] 7,98 
Nach d. CuCl,- 
Methode darge- 
stelltes Clupein | 0,88] 88,4| 69,5 | 92,2 | 91,9| 93,5] 3,09] 7,71] 7,70 
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Ampholytkonzentration Cp berechnen: wir haben 5 ccm Clupein- 
chloridlésung der Konzentration Cz, iquivalent der oben genannten, 
in Kubikmillimeter 1,0453 n-NaOH angegebenen Differenz. Analog 
laBt sich Cp aus der Willstitter-Titration berechnen, wobei auch 
hier vorausgesetzt wird, daB jedes Molekiil nur eine der bei der 
Titration bestimmten freien stickstoffhaltigen Gruppen triigt. Die 
derart berechneten Konzentrationen C, sind in Tab. 5 wieder- 
gegeben. 

Wie man sieht, stimmen diese Werte mit den in anderer 
Weise gefundenen recht gut iiberein. Die Willstitter-Titration 
scheint einigermaBen zu allzuhohen Titrationswerten zu neigen, 
was der mehrmals erwihnten Entionisierung der Guanidogruppen 
zuzuschreiben ist. Die Werte fiir Fraktion 2 sind wesentlich héher 
als der aus dem sauren Kurvenast der Titrationskurve berechnete 
Wert, welcher aber, wie friiher auseinandergesetzt, wahrscheinlich 
etwas zu niedrig ist, da es sich um eine stark gemischte Fraktion 
handelt. 

Aus der Ubereinstimmung der nach verschiedenen Methoden 
bestimmten C-Werte und aus der verhiltnismabig guten Konstanz 
des Wertes der Dissoziationskonstanten ist zu schlieBen, daB die 
eine Voraussetzung des Berechnungsganges, daf nimlich das 
Molekiil als Zwitterion 

He. Ht 
+NH,—Clupein— COO 
oder 
Hee. 
*NH,=Clupein—COO— 
gebaut sei, im wesentlichen richtig ist, waihrend die andere Vor- 
aussetzung, die Priparate seien einheitliche Stoffe, nicht zutrifit, 
indem die Fraktionen 1, 2 und 5 und das unfraktionierte Priparat 
stark gemischt sind, und selbst die Fraktionen 3, 4 und 6, die 
am meisten den Charakter einheitlicher Stoffe haben, immerhin 
so uneinheitlich sind, daB die aus dem basischen Kurvenast der 
Titrationskurve berechneten C7;-Werte recht betrichtlich von den 
iibrigen C7-Werten abweichen. 

Die in Tab. 5 angefiihrten Werte fiir die Totalkonzentration Cy 
der Clupeinlésung kénnen gemeinsam mit dem in Tab. 1 an- 
gegebenen, durch Totalstickstoffbestimmung gewonnenen Clupein- 
gehalt zu einer Berechnung des Molekulargewichts M herangezogen 


werden, da 

a+ 1000 
9 he eee 
(23) M 5. O,? 
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wobei a den Clupeingehalt von 5 ccm Clupeinchloridlésung in 
Gramm bezeichnet. Beniitzt man zur Berechnung das durch 
graphische Extrapolation bestimmte (7, so erhilt man das mitt- 
lere Molekulargewicht 1, das definiert wird durch die Gleichung 





(24) M =-—— 


Das durch (23) bestimmte Aquivalentgewicht ist, wie schon 
erwihnt wurde, wahrscheinlich das wirkliche Molekulargewicht 
des Clupeins in wibriger Lésung, da die Clupeinmolekiile auf 
Grund ihrer vielen positiven Ladungen wohl nur sehr wenig zur 
Assoziation neigen. Diese Annahme wird gestiitzt durch noch 
unveréffentlichte Untersuchungen, denen zufolge Clupein die den 
hochmolekularen Proteinen eigentiimlichen Léslichkeitsverhilt- 
nisse [Sérensen7’)] nicht in ausgeprigtem MaBe besitzt, sowie in 
seiner optischen Drehung von der Konzentration seiner Lésung 
unabhaingig zu sein scheint. 

Die Resultate der Molekulargewichtsberechnungen sind in 
Tab. 6 wiedergegeben; der aus dem basischen Kurvenast der 
Titrationskurve berechnete C7-Wert wurde nicht zur Berechnung 
beniitzt. 

















Tabelle 6. 
Molekulargewicht des Clupeins. 
M ber. aus | M ber. durch M ber. aus der 
dem sauren | graphische Titrati Mittel- 
Titrations- Extra- Aceton- a wert 
kurvenast | polation | titration | Willstiitter 
Fraktion 1 3613 3488 — | _ 3551 
" a4 4280 _ 3614 | 38714 3869 
2 a 4431 4097 4301 | 3897 4182 
o 4 3953 3928 4073 | — 3985 
—— Le 4184 4011 — | 4124 4106 
~ o ~ « 4204 4153 4187 | 4071 4154 
Nach d. CuCl,- 
Methode darge- 
stelltes Clupein 4232 4060 4071 | 4001 4091 














Wie man sieht, stimmen die auf verschiedene Weise berech- 
neten Molekulargewichte recht gut iiberein. Am schlechtesten ist 
die Ubereinstimmung in den Fallen, wo das Priparat aus- 
gesprochenen Mischungscharakter aufweist (z.B. Fraktion 2). Ver- 
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gleicht man die Fraktionen untereinander, so sieht man, daB die 
Fraktionen 1 und 2 ein wesentlich geringeres Molekulargewicht | —— 
zeigen, als die voneinander nur wenig abweichenden iibrigen vier. 
Ob der etwas niedrigere Wert fiir Fraktion 4 Versuchsfehlern oder 
tatsiichlich einem geringeren Molekulargewicht zuzuschreiben ist, 
ist schwer zu entscheiden. Das Molekulargewicht des unfraktio- 
nierten Priparates stimmt nahezu mit dem der iibrigen Priparate — 
tiberein und ist also gleich diesen etwa doppelt so gro& wie das | Fral 
von Waldschmidt-Leitz, Ziegler, Schiffner und Weil?) 
angegebene. Uber die Ursache dafiir vermégen wir nichts Be- 
stimmtes zu sagen, da die Molekulaxpowichtsbestimmung dieser 
Autoren recht ungenau ist, und Unterschiede in der Darstellungs- 


weise (die von Waldschmidt-Leitz angewendete Pepsinbehand- be 
lung wurde bei der Darstellung unseres Priiparates unterlassen) stell 
oder im Rohmaterial méglicherweise einiges zur Verschiedenheit 
der Molekulargewichte beigetragen haben mégen. Ars 
SchlieBlich sei erwihnt, daB man mit Hilfe der Molekular- die: 
gewichte und der Bestimmungen des Total- und Argininstickstoffs Pro 
die Anzahl von Argininmolekiilen und Monoaminosiuremolekiilen 
berechnen kann, die im Clupeinmolekiil auftreten, sowie das mitt- gey 
lere Molekulargewicht dieser Monoaminosiiuren, indem man die Pri 
Annahme zugrunde legt, daB fiir jede Peptidbindung ein Molekiil An 
Wasser abgespalten wird. Die Ergebnisse dieser Berechnungen un 
finden sich in Tab. 7 gemeinsam mit einer Berechnung der An- abe 
zahl von Schwefelsiureiquivalenten, die fiir eine eventuelle Bin- er 
dung an die endstindige stickstoffhaltige Gruppe des Clupeins Mo 
zur Verfiigung stehen. Bei dieser Berechnung wurde vorausgesetzt, des 
daB die freien Guanidogruppen des Arginins je ein Aquivalent Mo 
Schwefelsiiture binden, wonach also die in der friitheren Arbeit?) sck 
angegebene experimentell bestimmte Schwefelsiuremenge minus sti 
der an die Guanidogruppen gebundenen Menge die Anzahl von zu 
Aquivalenten darstellt, die fiir die Bindung durch die freie dei 
endstiindige Gruppe iibrig bleiben. sin 
Aus Tab. 7 ersieht man, dab jedes Clupeinmolekiil der Frak- si 
tionen 3—6 etwa 20 Molekiile Arginin und 7—S8 Molekiile Mono- Ve 
aminosiiuren enthalt. Die Fraktionen 1 und 2, die ein geringeres sel 
Molekulargewicht zeigten als die iibrigen, weichen auch in ihrer un 
Zusammensetzung von den Fraktionen 3—6 ab. Wahrscheinlich an 
sind die Clupeine des nicht vollstiindig ausgereiften Spermaanteiles sol 
in diesen beiden Fraktionen vereinigt, denn nach Kossel und da 


Schenk*’) finden sich im unreifen Sperma Protamine mit geringem ge 
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Tabelle 7, 
Anzahl ; H,SO,-Aquiv., die 
der Molekiile Mittleres Mole-| yon der endstind. 
kulargewicht | stickstoffhaltigen 
Mono- der Mono- Gruppe des 
Arginin | amino- aiitatantititiaes Clupeins gebunden 
siuren werden kénnen 
Fraktion 1. . 17,0 | 8,5 122 2.5 
a ar 18,5 | 82 120 1,4 
3. 20,1 | 1,9 148 11 
4. an 145 1,6 
5. 20,3 | 1,5 140 0,8 
9 Bi tena 20,4 | 14,4 146 1,2 
Nach d. CuCl,- | 
Methode darge- | 
stelltes Clupein 20,2 7,5 140 2,2 











Arginingehalt und hohem Gehalt an Monoaminosiuren. Aus 
diesen Protaminen werden die im reifen Sperma vorhandenen 
Protamine durch Abspaltung von Monoaminosiiuren gebildet. 
Das in der dritten Spalte angegebene mittlere Molekular- 
gewicht der im Clupein enthaltenen Monoaminosiuren ist bei allen 
Priparaten héher als die Molekulargewichte der gewéhnlichen 
Aminosiiuren. Diese Erscheinung kann mehrere Ursachen haben, 
und es ist nicht leicht zu entscheiden, welche die richtige ist, 
aber eine einfache Rechnung kann doch einige Richtungslinien 
erdfinen. So findet man leicht, daB die Bestimmung dieses mittleren 
Molekulargewichtes von dem bei der Molekulargewichtsbestimmung 
des Clupeins begangenen Fehler nahezu unabhingig ist. Das mittlere 
Molekulargewicht der Monoaminosiuren beruht also nahezu aus- 
schlieBlich auf den Bestimmungen des Totalstickstoffs und Arginin- 
stickstofis, und selbst wenn man den Fehler dieser Bestimmungen 
zu mehreren Prozent veranschlagt, findet man immer noch bei 
der Berechnung des mittleren Molekulargewichtes Werte, die héher 
sind als der Mittelwert des Molekulargewichtes der Monoamino- 
siuren. Es liegt daher nahe anzunehmen, daB das Clupein als 
Verunreinigung oder in Verbindung mit irgendeinem Bestandteil 
seines Molekiils eine stickstofffreie Substanz enthalt. Als Ver- 
unreinigung kime vor allem Wasser in Betracht; doch ist kaum 
anzunehmen, da8 das Clupein wesentlich mehr Wasser enthalten 
sollte, als durch die Vakuumtrocknung bei 106° erfaSt wurde, 
da der zusiitzliche Gewichtsverlust bei dieser Trocknung nur ganz 
gering war. Jedenfalls wiirde eine schirfere Untersuchung auf 
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Wasser kaum klare Ergebnisse liefern, da eine Trocknung bei 
noch héherer Temperatur die Gefahr eines Clupeinabbaues zu 
stark werden lieBe. Doch sei erwihnt, daB Fischer‘), sowie 
Abderhalden und Sickel?) bei gewissen Polypeptiden selbst 
nach Vakuumtrocknung bei 100—105° einen zu geringen Wasser- 
gehalt gefunden haben. Ein weiterer Gewichtsverlust trat erst 
bei so hohen Temperaturen ein, daf gleichzeitig die Destruktion 
des Peptides einsetzte. Es handelt sich indessen in diesen Fallen 
nur um ?/,—1 Molekiil Wasser pro Polypeptidmolekil, wihrend 
Clupein 10—15 Molekiile Wasser enthalten miiBte, wenn dadurch 
das hohe mittlere Molekulargewicht der Monoaminosiuren erklirt 
werden sollte. Verunreinigungen anorganischer Natur sind ver- 
mutlich ebensowenig vorhanden, da das Clupein praktisch aschen- 
frei ist. Es ist sehr schwer, mit Sicherheit anzugeben, ob orga- 
nische Verunreinigungen vorhanden sind, die bei der Darstellung 
nicht entfernt wurden; dies muB jedoch im Hinblick auf das un- 
gemein griindliche Reinigungsverfahren als unwahrscheinlich be- 
zeichnet werden. Am wahrscheinlichsten erscheint die Annahme, 
da8 ein stickstofffreier organischer Stoff irgendwie chemisch an 
das Clupein gebunden ist. Nelson-Gerhardt*) hat nachweisen 
zu kénnen geglaubt, daB bei der Hydrolyse eines Protamins mehr 
Carboxylgruppen als stickstoffhaltige Gruppen gebildet werden 
und daraus geschlossen, daB im Protamin eine Esterbindung 
zwischen einer Carboxylgruppe und der Hydroxylgruppe des Serins 
auftritt. Schon friiher®) wurde jedoch gezeigt, daB dieser SchluB 
aus den angefiihrten Versuchen nicht gezogen werden kann, was 
aber natiirlich nicht ausschlieBt, dab man bei einer neuen Unter- 
suchung vielleicht das Vorhandensein von Esterbindungen nach- 
weisen kiénnte. Doch sei darauf hingewiesen, daB dies nur eine 
migliche Erklirung der Ergebnisse der oben erwdhnten Bestim- 
mung des mittleren Molekulargewichtes der Monoaminosiuren ist, 
und daB auf Grund des vorliegenden experimentellen Materiales 
nichts bestimmtes dariiber ausgesagt werden kann. 

Was die Berechnung der Anzahl von Schwefelsiureiquivalenten 
angeht, die zur Bindung durch die endstindige Gruppe des 
Clupeins zur Verfiigung stehen, so ist dariiber nur wenig 
zu bemerken. Es scheint sich im allgemeinen um 1 Aqui- 
valent zu handeln. Doch ist die Ubereinstimmung nicht gut, wie 
nicht anders zu erwarten war, da diese geringe Siuremenge als 
Differenz groBer Siuremengen bestimmt wurde und da das Clupein 
bei der Fallung als Sulfat anscheinend gréBere Mengen von Saure 
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aufgunehmen strebt (durch chemische Bindung oder Adsorption), 
als der Basizitiit des Molekiils entspricht. 


Zusammenfassung. 


Die Titrationskurven von 6 Clupeinfraktionen und einem un- 
fraktionierten Clupeinpriiparat wurden durch elektrometrische 
Titration bestimmt. Der Typus der Kurven ist nahezu identisch 
mit dem Typus der Titrationskurven aliphatischer Monoaminosiuren 
und der aus ihnen bestehenden Peptide. 

Das Pg, der verschiedenen Priipate wurde zu 2,9—3,3, das 
Ps; zu 7,4—8,0 bestimmt unter der Voraussetzung, daB jedes 
Clupeinpriiparat ein einheitlicher, aus einem einfachen unverzweigten 
Polypeptid aufgebauter Stoff sei, der eine endstindige Carboxy]l- 
gruppe und eine endstindige Stickstoffgruppe enthalte. Aus der 
Konstanz der Dissoziationskonstanten und aus der Ubereinstimmung 
der elektrometrischen Titrationsresultate mit den Ergebnissen von 
Titrationen des Clupeins in Aceton und Alkohol wird geschlossen, 
daB der Aufbau des Clupeins der oben geschilderte sei, wihrend 
sich die einzelnen Priparate als Mischungen mehrerer Clupeine 
erwilesen. 

Eine Berechnung des Molekulargewichtes ergibt fiir die 
Hauptmenge Werte von etwa 4000—4100, entsprechend einem 
Gehalt von 19—20 Argininresten und 7—8 Monoaminosiureresten. 


Herrn Prof. Dr. 8S. P. L. Sorensen danken wir vielmals fiir 
das lebhafte Interesse, das er an dieser Arbeit genommen hat. 
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Untersuchungen iiber den Fettstoffwechsel. IV. 


Zweiseitige (-Oxydation der durch «-Oxydation gesittigter Fettsiuren 
entstandenen Dicarbonsauren. 
Von 
P. E. Verkade und J. van der Lee. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Niederlindischen Handelshochschule in Rotterdam.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 14. Juli 1934.) 


$1. In unserer zweiten Abhandlung!) iiber den Fettstoff- 
wechsel haben wir an Hand von Versuchen bei zwei gesunden 
Versuchspersonen nachgewiesen, da in der Reihe von einfachen 
Triglyceriden der normalen gesittigten Fettsiuren die Glieder 
mit den Gliedzahlen?) 9 (Tricaprin) und 10 (Triundecylin) am 
stirksten diacidogen sind; die Anhiufung der durch w-Oxydation 
des Siurekomponenten gebildeten Dicarbonsiure im Blut (Disiure-, 
acidosis) und die Ausscheidung derselben im Harn (Diacidurie) 
ist bei diesen beiden Triglyceriden weitaus am stirksten. Vom 
ersten Augenblicke unserer Entdeckung von Disiureacidosis und 
Diacidurie*) hegten wir die Uberzeugung, da8 die Bildung von 
Dicarbonsiuren durch w-Oxydation die erste Phase einer bisher 
unbekannten Abbauweise der gesittigten Fettsiuren — nur mit 
diesen werden wir uns in dieser Abhandlung beschiftigen — im 
Organismus darstellt. Die oft sehr reichliche Ausscheidung von 
Undekandisiure nach Genu8 von Triundecylin und _ besonders 
— da es sich hier um eine Fettsiure mit gerader Zahl von 
Kohlenstoffatomen handelt und gerade solche Fettsiiuren als 
Siurekomponenten unserer Nahrungsfette auftreten —- von Se- 
bacinsfiure nach Genu8 von Tricaprin oder von Ulmensamen- 
6l4) ist unseres Erachtens an sich schon ein Fingerzeig in dieser 
Richtung; da® bei dem Abbau dieser Substanzen durch normale 


1) Verkade u. van der Lee, Biochemie. J. 28, 31 (1934). 

*) Verkade u. Coops, Ree. Trav. chim. Pays-Bas 47, 568 (1930). 

5) Verkade, Elzas, van der Lee, Fri. de Wolff, Frau Verkade- 
Sandbergen u. van der Sande, Diese Z. 215, 225 (1933). 

4) Verkade u. van der Lee, Diese Z. 225, 230 (1934). 
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Personen derart groBe Mengen dieser Siituren als nutzloses Neben- 
produkt entstehen sollten, kommt uns niimlich unwabhrscheinlich 
vor. Wir sind uns selbstverstiindlich dessen bewubt, daB solche 
teleologischen Betrachtungsweisen sehr riskant sein kénnen. 


Findet nun in der Tat der Abbau der Fettsaiuren auBer auf 


dem von Knoop entdeckten Wege, der von uns in der Folge als 
einseitige §-Oxydation bezeichnet werden wird, auch noch in 
einer anderen Weise statt, wobei die durch w-Oxydation ent- 
standenen Dicarbonsiuren eine Rolle spielen? Wie es uns scheint, 
ist es uns gelungen, auf diese Frage eine bestiitigende Antwort 
geben zu kénnen, und zwar dadurch, daB wir aus dem Harn von 
Personen, die groBe Mengen Tricaprin oder Triundecylin zu sich 
genommen hatten, charakteristische Substanzen zu isolieren ver- 
mochten, die wohl fraglos — wenigstens zum Teil — partielle Abbau- 
produkte der genannten Dicarbonsiiuren sind. Nach Verab- 
folgung von Tricaprin fanden wir nimlich im Harn neben 
einer groBen Menge Sebacinsiure(C,,) auch kleine Mengen 
Korksiure (C,) und Adipinsiure (C,), wihrend nach Genub 
von Triundecylin der Harn neben einer groBen Menge 
Undekandisiure (C,,) auch Azelainsiure (C,) und Pimelin- 
siure (C,) in geringer Menge enthielt. Wir gehen auf diese 
interessanten Tatsachen gleich ausfiihrlich ein. 


§ 2. Bei den nunmehr zu besprechenden Untersuchungen 
sind wir von dem unseres Erachtens rationellen Gedanken aus- 
gegangen, daB eine Anhiufung derartiger partieller Abbauprodukte 
im Blute und infolgedessen eine Ausscheidung derselben im Harn 
am ersten zu erwarten sein wird, wenn die Versuchsperson eine 
starke Disiiureacidosis hat. Auf Grund dieser Erwigung be- 
nutzten wir denn auch fiir diese Versuche allein solche Ver- 
suchspersonen, welche, wie uns aus friiheren Untersuchungen 
bekannt war, durchgingig eine starke Neigung zu Disi&ureacidosis 
zeigten. Zweitens muBten diesen Personen Fette verabfolgt werden, 
die ausschlieBlich stark diacidogene Fettsiuren als Siurekompo- 
nenten enthalten. Es lag dann wohl sehr nahe, ihnen eines der 
beiden stark diacidogenen einfachen ‘Triglyceride (Tricaprin, 
bzw. Triundecylin) zu verabreichen; die Isolierung eventuell im 
Harn yorhandener partieller Abbauprodukte wiirde hierdurch sehr 
erleichtert werden, falls diese Produkte, was wohl erwartet werden 
durfte und auch in der Tat der Fall war, fiir das w-Oxydations- 
produkt spezifisch sein sollten. Drittens haben wir unseren Ver- 
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suchspersonen neben dem Triglycerid immer eine reichliche Menge 
Kohlenhydrat verabfolgt. Wie in einer spiteren Abhandlung be- 
wiesen werden wird, bewirkt ein derartiger Zusatz zur Kost bei 
den meisten Personen, darunter auch den fiir die vorliegenden 
Untersuchungen benutzten Versuchspersonen, eine ausgesprochene 
Zunahme der Disiureacidosis und der Diacidurie. 


§ 3. Anwesenheit von Pimelinsdure und Azelainsaéure 
neben Undekandiséure im Harn nach Genu8 von Triundecylin. 

Insgesamt wurden von drei gesunden Versuchspersonen (v. d. L., 
V. und D.) 480 g Triundecylin (Erstarrungspunkt 29,95°; Ver- 
seifungszahl 281,2, berechnet 282,2) genommen. Erwihnt sei 
noch, daB dieses Fett erhalten war durch Veresterung?) von 
Glycerin mit einem Undecylsiurepriparat vom Erstarrungsp. 28,35°, 
welches durch Hydrierung von reiner Undecylensiure hergestellt 
war. Hs eriibrigt sich wohl, hier naheres iiber die an den ver- 
schiedenen Versuchstagen verabfolgten Mengen Triundecylin und 
Kohlenhydrat nebst deren Verteilung auf den Tag mitzuteilen. 
Der Harn der Versuchspersonen wurde von dem Zeitpunkte der 
Verabreichung der ersten Fettportion an gesammelt, und zwar 
so lange, bis einige Stunden lang keine Ausscheidung von Unde- 
kandisiure mehr stattfand. Auf das Vorkommen von Undekandi- 
siure im Harn wurde wieder durch Zusatz konzentrierter Phos- 
phorsiure gepriift. 

Der gesamte Harn der drei Versuchspersonen wurde bis zum 
Sieden erhitzt und mit iiberschiissiger Salzsiure versetzt. Beim 
Abkiihlen bis etwa 0° schied sich 19,5 g Undekandisiure in gut 
filtrierbarer Form ab. Das Filtrat wurde mit Natronlauge stark 
alkalisch gemacht und im Wasserbade soweit wie méglich ab- 
gedampft; der Riickstand wurde noch lingere Zeit auf dem 
Wasserbade erhitzt, darauf in Wasser aufgenommen, mit Salz- 
siure stark angesiuert und wieder im Wasserbade soweit wie 
moglich abgedampft. Diese Vorbehandlung des Harns bezweckte 
hier in erster Linie mit Sicherheit eventuell vorhandene Kon- 
densationsprodukte der von uns gesuchten partiellen Abbau- 
produkte mit Glykokoll, Glucuronsiure und ihnlichen Substanzen 
aufzuspalten, fiir deren Auftreten wir indessen keinerlei Hinweise 
haben. Die erhaltene Masse wurde nun innig mit wasserfreiem 
Natriumsulfat gemischt und wihrend mehrerer Tage in einem 





1) Vgl. Verkade, van der Lee u. Fri. Meerburg, Ree. Trav. chim. 
Pays-Bas 51, 850 (1932). 
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Soxhletapparat mit Ather extrahiert. Der nach Abdestillieren 
des Athers zuriickbleibende Riickstand wurde in iberschiissige 
Natronlauge aufgenommen und wiederum abgedampft (diesmal 
namentlich, damit noch vorhandener Farbstoff, wenigstens zum 
Teil, in Wasser und in Ather unléslich und damit entfernt 
wird), darauf mit iiberschiissiger Salzsiure versetzt und zur Ent- 
fernung von Benzoesiure einer Dampfdestillation unterworfen. Die 
im Dampfkolben zuriickbleibende Lisung wurde wieder wihrend 
langerer Zeit kontinuierlich mit Ather extrahiert, worauf die nach 
Abdestillieren des Athers zuriickbleibende Masse getrocknet und 
einige Male mit jedesmal 50ccm siedendem Benzol extrahiert wurde. 
Die nach mehrtigigem Stehen im Kisschrank aus der eingeengten 
benzolischen Lésung ausgeschiedene Substanz — zum Uberfiu 
sei hier daran erinnert, daB die normalen gesiattigten Dicarbon- 
siuren, besonders solche mit gerader Zahl von Kohlenstoffatomen, 
in kaltem Benzol sehr wenig léslich sind’) — wurde geraume 
Zeit im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd aufbewahrt und bildete 
dann eine mit etwas Sirup durchtriinkte Krystallmasse. Durch 
scharfes Absaugen wurden die Krystalle (A) soviel wie méglich 
vom Sirup befreit. 

Die Krystalle (A) im Gewicht von 2,5 g wurden in 100 ccm 
heiBem Wasser gelést; beim Abkiihlen schied sich etwas unreine 
Undekandisiure aus. Nach dem Eindampfen des Filtrates auf 
40 ccm und Abkihlen bis etwa 0° wurden 0,37 g Krystalle (B,) 
und eine Mutterlauge (B,) erhalten. Die Krystalle (B,) bestanden 
zum Teile aus Azelainsiure. Nach einigen Krystallisationen 
aus Wasser, aus Benzol und aus einer Mischung von Aceton und 
Petrolather gelang es, diese Siure in vollig reinem Zustande zu 
erhalten. Schmelzp. 104,5—105,5°; Mischschmelzpunkt mit in 
iiblicher Weise aus Ricinusél hergestellter und bei 106,5—107,5° 
schmelzender Azelainséure 105,5—106,5°. 

69,3 mg > 8,00 cem 0,0913 n-NaOH. Aquivalentgew. 94,9; ber. 94,06, 

4,103mg -> 8,67 mg CO, und 3,01 mg H,O; C 57,6°/, H 8,2°),. 

3,953 mg —> 8,33 mg CO, und 2,92 mg H,O; C 57,6°/, H 8,3°,. 

Berechnet fiir C,H,,0,: C 57,41°/, H 8,56°,. 


Die Mutterlauge (B,) lieferte nach Eindampfen bis auf 4 ccm 
eine Fraktion (C,) von 0,96 g neben einer Mutterlauge (C,), welche 
nach weiterem Einengen auch nach monatelangem Stehen nicht 
krystallisierte und nicht weiter untersucht wurde. Die Krystalle (C,) 





) Vgl. Verkade u, Coops, Ree. Trav. chim. Pays-Bas 49, 578 (1930). 
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wurden erst aus wenig Wasser, dann aus einer reichlichen Menge 
einer Mischung von Aceton und Petrolither umkrystallisiert; auf 
diese Weise wurden 0,35 g reine Pimelinsiure erhalten. Schmelz- 
punkt 104—105°; Mischschmelzpunkt mit einem nach von Braun’) 
hergestellten und bei 104,5—105° schmelzenden Pimelinsiiure- 
priparat 104—104,5° 
200,7 mg > 23,66 cem 0,1052 n-NaOH. Aquivalentgew. 80,6; ber. 80,05. 
3,835mg—-> 7,41 mg CO, und 2,55 mg H,O; C 82,7°/, H 74%). 
4.211mg—> 8,14 mg COQ, und 2,78 mg H,O; C 52,7°, H 74%). 
Berechnet fiir C,H,,O,: C 52,47°/, H 7,56°/,. 
Wie aus Vorstehendem erhellt, haben wir keineswegs einen 
Versuch unternommen, zu einer einigermaBen quantitativen Be- 
stimmung der im Harn vorhandenen Mengen Azelainsiiure und 
Pimelinsiure zu gelangen. Die mitgeteilten Daten sind jedoch 
durchaus hinreichend, folgern zu kénnen, dab diese Mengen im 
Vergleich zu der Menge ausgeschiedener Undekandisiure gering 
waren und zugleich, daB merkwiirdigerweise die Menge der 
ausgeschiedenen Azelainsiure zweifellos kleiner war 
als die der Pimelinsiure. 


$4, Vorkommen von Adipinsaure und Korksaure neben Sebacinsaure 
im Harn nach dem Genu8 von Tricaprin. 

Das verabreichte Tricaprin (Erstarrungsp. 30,95°; Verseifungs- 
zahl 302,7, berechnet 303,4) war erhalten durch Veresterung von 
Glycerin mit Caprinsiure vom Erstarrungsp. 31,35°, welche durch 
Kohlensiureabspaltung aus reiner n-Octylmalonsiure hergestellt 
war. Insgesamt wurde von drei gesunden Versuchspersonen 
v.d.L., B.u. V.) eine Menge von 860 g dieses Fettes genommen. 
Der Harn der Versuchspersonen wurde wieder von dem Zeitpunkt 
der Verabreichung der ersten Fettportion bis einige Stunden nach 
dem Aufhéren der Sebacinsiureausscheidung gesammelt. 

Die Aufarbeitung des Harns fand in analoger Weise, wie im 
vorigen § beschrieben, statt. Die erhaltene Korksiure schmolz 
bei 140—141°. Beim Mischen mit einem in der iiblichen Weise 
aus Ricinusél hergestellten und ebenfalls bei 140—141° schmel- 
zenden Korksiurepriparat trat keine Schmelzpunktserniedrigung auf. 
4,243 mg -> 8,53 mg CO, und 3,03 mg H,O; C 54,8°/, H 8,0°/,. 

3,898 mg -—> 7,82 mg CO, und 2,82 mg H,O; C 54,7°/, H 8,1°;. 
Berechnet fiir C,H,,0,: C 55,14°/), H 8,11°/,. 


) Ber. chem. Ges. 37, 3588 (1904); vgl. Verkade, Hartman u. Coops, 
Rev. Tray. chim. Pays-Bas 45, 380 (1926). 
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Fiir eine Titration war die erhaltene Menge dieses reinen Produktes 
unzureichend. Daher vermelden wir hier noch die Resultate einer Titration 
dieser Siiure in einem vorhergehenden Stadium der Isolierung; der Schmelz- 
punkt war dann 135—138° und der Mischschmelzp. 187—140°: 


109,8 mg —> 12,55 cem 0,0979 n-NaOH. Aquivalentgew. 89,3; ber. 87,06. 


Die erhaltene Adipinsaiure schmolz bei 149—153° Der 
Mischschmelzpunkt mit einem durch Oxydation von Cyclohexanol 
mit Salpetersiiure erhaltenen und bei 153° schmelzenden Adipin- 
siurepriiparat betrug 152—153° 
137,1 mg > 19,08 ecm 0,0979 n-NaOH. Aquivalentgew. 73,4; ber. 73,04. 
3,848 mg — 7,01 mg CO, und 2,30 mg H,O; C 49,7°/, H 6,7). 

4,096 mg > 7,44 mg CO, und 2,50 mg H,O: C 49,5°/, H 6,8°),. 
Berechnet fiir C,H,,0,: C 49,29°/, H 6,90°),. 

Auch hier waren die Mengen im Harn vorhandener Kork- 
siure und Adipinséure gering im Vergleich zu der Menge aus- 
geschiedener Sebacinséure. Hoéchstwahrscheinlich — wir 
haben hier leider nicht dieselbe Sicherheit wie bei unseren Ver- 
suchen mit Triundecylin — war die Menge der ausgeschie- 
denen Korksiure kleiner als die der Adipinsi&ure. 


§ 5. Auf Grund der in den §§3 und 4 besprochenen merk- 
wirdigen Resultate liegt nun nach unserer Meinung der Schlub 
wohl sehr nahe, daB die normalen gesiittigten Fettsiuren auBer 
auf dem Wege der einseitigen #-Oxydation auch noch auf eine 
andere Weise im Organismus abgebaut werden. Hierbei sei gleich 
bemerkt, daB wir die Méglichkeit des Bestehens von noch mehr 
Abbaumechanismen fiir diese Siiuren keineswegs ausschlieBen 
wollen. Durch w-Oxydation der Fettsiure wird die korre- 
spondierende Dicarbonsaure gebildet, welche dann iiber 
niedere, durch #-Oxydation entstandene Dicarbonsiuren 
weiter abgebaut wird. Es ist wohl héchst interessant, dab 
auch bei dieser Abbauweise dann die von Knoop?) gefundene 
Regel der §-Oxydation wieder vorherrscht. Man kénnte geneigt 
sein, in der a-Oxydation nur eine HilfsmaBnahme des Organismus 
zu sehen, wodurch das Fettsiuremolekiil eine zweite Angriffsstelle 
fiir die f-Oxydation, namlich eine zweite endstiindige Carboxyl- 
gruppe, erhilt; die Méglichkeit fiir das Auftreten eines Prozesses, 
den wir in der Folge zweiseitige §-Oxydation nennen werden, 
ist damit geschaffen worden. 





1) Hab.-Schrift Freiburg i. B. 1904; Hofmeisters Beitr. 6, 150 (1905). 
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Die nach Verabfolgung von Tricaprin im Harn anwesende 
Korksiure — wir nennen diese hier nur als Beispiel — wird 
dann in den beiden folgenden Weisen entstanden sein kiénnen: 
1. durch £-Oxydation von Sebacinsiiure, welche durch w-Oxydation 
von Caprinsiure gebildet ist, und 2. durch w-Oxydation von Ca- 
prylsiure, welche durch einseitige §-Oxydation von Caprinsiiure 
entstanden ist. Die vorhandene Adipinsiure wird dann durch auf- 
einanderfolgende w-, @- und #-Oxydation, durch f-, @- und w-Oxy- 
dation oder durch #-,w- und f#-Oxydation aus der Caprinsiure 
entstanden sein kiénnen. Mit Beriicksichtigung dieser verschiedenen 
méglichen Entstehungsweisen bietet ein allgemeines Schema fiir 
einen tber die Dicarbonsiuren stattfindenden Abbau der normalen 
gesiittigten Fettsiuren folgendes Bild dar: 





CH,—(CH,), COOH ——> HOOC—(CH,),-—-COOH 
| iB 
¥ Y 
CH,—(CH,),—,—COOH ——-> HOOC—(CH,),.—COOH 
8 (8 
Y Y 
CH,—(CH,),_,—COOH —-> HOOC—(CH,),__,—COOH 
lB |B 
Y 
usw. —> usw. 


Die Méglichkeit, daB Dicarbonsiuren ausschlieBlich durch w- 
Oxydation von Fettsiuren gebildet werden und keine Zwischen- 
produkte sondern Nebenprodukte des Fettstoffwechsels sind, welche 
weiter keine Rolle spielen, glauben wir — wie schon aus einer 
in §1 gemachten Bemerkung folgt — zur Seite stellen zu diirfen. 


§6. Es ist selbstredend notwendig, das Bestehen der soeben 
angedeuteten Abbauweise der normalen gesiattigten Fettsiuren 
durch weitere Untersuchungen in verschiedenen Richtungen zu 
bestatigen; solche sind denn auch bereits in Ausfiihrung oder in 
Vorbereitung. Insbesondere interessiert uns natiirlich die Frage, 
ob nach Verabreichung z. B. von Sebacinsiiure, sei es per 08, sel 
es durch Injektion, unter geeigneten Umstiinden an geeignete Ver- 
suchspersonen oder Versuchstiere, ebenfalls Korksiiure und Adipin- 
siiure im Harn ausgeschieden werden. Beiliufig sei hier bemerkt, 
daB grundsiitzlich die gleiche Frage schon vor einigen Jahren von 
Flaschentriger?) aufgeworfen worden ist; von einem Versuch 





1) Diese Z. 159, 297 (1927). 
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zur Beantwortung dieser Frage ist jedoch in der betreffenden 


Abhandlung nichts zu spiiren. Die von Baer und Blum}), Mori’), 


Flaschentriger*), Andersen*) und Smith‘) angestellten Unter- 
suchungen, die wir in einer spiiteren Abhandlung ausfiihrlich be- 
sprechen werden, haben uns wenigstens schon gelehrt, daB der 
tierische und menschliche Organismus imstande ist, héhere nor- 
male gesittigte Dicarbonsiiuren zu verbrennen. Unseres Erachtens 
liefern diese Arbeiten keineswegs — wie z. B. von Smith® 
behauptet worden ist — Argumente zu ungunsten der Auffassung, 
daB solche Dicarbonsiuren als Zwischenprodukte beim Fettstoff- 
wechsel auftreten. Sehr interessant und fiir uns méglicherweise 
von Wichtigkeit ist die Beobachtung Moris?) beim Kaninchen und 
diejenige Andersens*) beim Menschen und beim Hunde, daf 
nach Verabfolgung von Adipinsiure (C,) eine deutlich (naimlich 
3—4 mal, bzw. 1,5—3,5mal) erhéhte Ausscheidung von Oxal- 
siure (C,) im Harn stattfand. Es erhebt sich die Frage, ob 
diese Oxalsiure (Oxalurie) vielleicht durch #-Oxydation von Adipin- 
siiure entstanden, und zugleich, ob vielleicht wenigstens ein Teil 
der normalerweise im Harn vorhandenen endogenen Oxalsiiure 
ein Produkt des Fettstoffwechsels ist. Wir werden hierauf jetzt 
nicht niher eingehen. 


$7. Im Laufe der Jahre ist von vielen Seiten die Vermutung 
oder die Uberzeugung ausgesprochen worden, dab die einseitige 
f-Oxydation nicht die einzige Abbauweise der Fettsiuren im 
Organismus sein werde. Es ist nicht angingig und wohl auch 
iiberfliissig, hier eine Ubersicht der diesbeziiglichen Literatur zu 
geben; wir begniigen uns mit einem Hinweis auf die Lehrbiicher 
von Hammersten®), Abderhalden‘), Hahn), Oppenheimer’) 
und Leathes und Raper’). Niemand jedoch vermochte bisher 
einen anderen Weg mit hinlanglicher Sicherheit zu zeigen. Uns 

1) Hofmeisters Beitr. 11, 101 (1908). 

*) J. of biol. Chem. 35, 341 (1918). *) Diese Z. 159, 297 (1927). 

*) Vgl: Flaschentrager, a.a. 0O., S. 299. 

°) J. of biol. Chem. 103, 531 (1933). 

*) Lehrb. d. Physiol. Chemie, 11. Auf]. 1926, S. 611. 

‘) Lehrb. d. Physiol. Chemie, 6. Aufl. 1931, S. 114. 

*) Grundrif d. Biochemie, 2. Aufl. 1932, S. 159. 


*) Chem. Grundlagen der Lebensvorgiinge (Georg Thieme, Leipzig) 
1933, S. 142—145. 


10) The Fats (Longmans, Green & Co., London), 1925, S. 193. 
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ist dies nunmehr mit einer an Sicherheit grenzenden Wahr- 
scheinlichkeit gelungen, und zwar mittels verhaltnismiBig 
einfacher in vivo-Experimente, ausgefiihrt mit einfachen 
Triglyceriden, also gleichsam mit den Fettsiuren selbst. 


Der Vorzug, welchen in vivo-Experimente vor solchen in 
vitro darbieten, liegt wohl sehr auf der Hand. Der Wert der 
letzteren — wir denken hier z. B. an die Untersuchungen von 
Smedley-Maclean und Pearce?) iiber die Oxydation von Fett- 
siuren mit Wasserstoffperoxyd in Gegenwart eines Cuprisalzes 
und an diejenigen von Clutterbuck und Raper’) in ahnlicher 
Richtung — fir unseren Einblick in den Fettstoffwechsel wird 
nach unserer Ansicht oft zu hoch veranschlagt und kommt uns 
durchweg sogar ziemlich gering vor. Die Ergebnisse derartiger 
sogenannter ,,Modellversuche“ auf die Vorgiinge im lebenden 
Organismus zu iibertragen — z. B. ein etwaiger SchluB aus den 
Resultaten der soeben genannten Untersuchungen, da im Or- 
ganismus y- oder 0-Oxydation der Fettsiiuren unter Bildung von 
Bernsteinsiure stattfinden kann — bringt immer ein Element der 
Unsicherheit hinein. 


Die Hinweise fiir das Bestehen der hier zur Besprechung 
stehenden Abbauweise der normalen gesittigten Fettsiiuren sind 
eigentlich sogar stirker als diejenigen fiir den Abbau durch ein- 
seitige f-Oxydation, an welchem doch wohl niemand zweifelt. 
Denn im letzteren Falle liefert das Entstehen oder Nichtentstehen 
von Ketonkérpern aus den Fettsiuren mit gerader bzw. ungerader 
Zahl von Kohlenstoffatomen die einzige, etwas direkte Anweisung; 
von der Isolierung von fiir bestimmte Fettsiuren spezi- 
fischen partiellen Abbauprodukten ist hier bisher keinerlei Rede. 
Fiir das Ubrige sind wir hier angewiesen auf die Ergebnisse zahl- 
loser Versuche mit Derivaten dieser Fettsiiuren, welche, meistens 
in q@-Stellung, eine Phenylgruppe (Knoop, Dakin, Quick 
u. a.) oder eine Methyl(benzolsulfonyljaminogruppe (Flaschen- 
triger) enthalten. Knoop‘) hat bereits vor vielen Jahren auf die 
auf der Hand liegende Tatsache hingewiesen, ,daS8 der Kinflub 
des Benzolkerns im Molekiil zuniichst ein ganz uniibersehbarer 
ist, bei jeder Ubertragung der an fettaromatischen Siiuren ge- 
fundenen Tatsachen auf die aliphatische Reihe also Vorsicht ge- 


1) Biochemic. J. 25, 1252 (1931); 28, 486 (1934). 
2) Biochemic. J. 19, 385 (1925). 
*) Hab.-Schrift, Freiburg i. Br. 1904, S. 39. 
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boten ist.“ Dessenungeachtet glaubt Quick?) aus den Resultaten 
seiner in vivo-Versuche mit w-phenylsubstituierten Siuren Beweis- 
material zugunsten der Auflfassung schépfen zu diirfen, daf 
die Fettsiuren im Kérper ausschlieBlich durch einseitige P-Oxy- 
dation abgebaut werden. Auf Grund unserer Untersuchungen 
diirfen wir diese Ansicht wohl als verfriiht kennzeichnen. Denn 
es hat sich nunmehr gezeigt, daB durch die Einfihrung eines 
w-stindigen Substituenten eine fiir den Abbau der Fettsiiuren 
héchstwahrscheinlich sehr wesentliche Gruppe, nimlich die end- 
stiindige Methylgruppe, blockiert wird; w-Oxydation unter Bildung 
einer Carboxylgruppe ist dann nicht mehr méglich. 


In einer folgenden Abhandlung werden wir mehrere Probleme 
mit Beziehung zur Stellung der Dicarbonsiiuren im Fettstoffwechsel, 
welche sich aus dem obenstehenden ergeben, ausfiihrlich diskutieren. 


Wir danken dem Hoogewerff-Fonds in ’s-Gravenhage 
und der Erasmus-Stiftung in Rotterdam fiir die gewdhrte 
finanzielle Unterstiitzung bei der Ausfiihrung dieser Untersuchungen. 





1) J. of biol. Chem. 77, 581 (1928). 
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Der Ort der Desaminierung der Aminosduren 
nach Versuchen an angiostomierten Hunden. 


I, Mitteilung. 
Von 


E.S. London, A. M. Dubinsky, N. L. Wassilewskaja und M. J. Prochorowa. 


(Aus der Abteilung fiir allgemeine Pathologie des Stoffwechsels 
des Instituts fiir Experimentelle Medizin zu Leningrad.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Juli 1934.) 


Nachdem Krebs und Henseleit*) bewiesen und Krebs’) 
durch zahlreiche spiitere Versuche noch bestitigt hatte, dab 
Schnitte aus der Mehrzahl tierischer Organe, in physiologische 
Salzlésung gelegt, spontan Ammoniak ausscheiden, dab die gréBte 
Menge von Ammoniak vom Nierengewebe ausgeschieden wird, 
und daB dieses Gewebe stirker als alle iibrigen Aminosiuren 
desaminiert, entstand die Frage, wie wohl in dieser Hinsicht die 
verschiedenen Organe des unberiihrten komplizierten Tierkérpers 
sich unter normalen physiologischen Bedingungen verhalten wiirden. 
Zur Beantwortung dieser Frage haben wir eine Reihe von Unter- 
suchungen an angiostomierten Hunden ausgefiihrt, und zwar an 
Hunden zweierlei Art — zweizeitig (Hunde Nr. I—III) und ein- 
zeitig operierten (Hunde Nr. [V—YV). 

Die erstere Art von Hunden bietet den Vorteil, dab die 
ersten Versuche an ihnen erst nach Verlauf von 3—4 Wochen, 
oft auch viel spiter, nach der Operation der Anlegung der Gefib- 
kaniilen angestellt werden, zu einer Zeit, wo der Hund sich von 
allen mit der Operation verbundenen Insulten schon vollkommen 
erholt hat. Die zweite Art von Hunden bietet die Bequemlich- 
keit, daB man ihnen mit Erfolg sehr viele Kaniilen auf einmal 
anlegen kann (bis zu 6). Da aber dieselben ihnen ohne vorher- 
gehende vorbereitende Operation angelegt werden, so bleiben 
diese Hunde nicht linger als 6—7 Tage am Leben, weil die un- 
vorbereitete Basis leicht von den die Kaniilen fixierenden Faden 


1) Diese Z. 210, 33 (1932). 
2) Diese Z. 217, 191 (1933). 
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durchschnitten wird. Bei Chloralosenarkose fiihlt sich der Hund 
schon am 2. Tage nach der einzeitigen Operation vollkommen 
wohl und man kann schon einen Versuch anstellen. Fiir eine 
ganze Reihe von Angiostomieforschungen sind Hunde solcher Art 
vollkommen brauchbar. 

Unsere Versuche bestanden darin, dab wir den Hunden aus 
den ins Auge gefaBten GefiBen Probeportionen von Blut ent- 
nahmen, in denen der Ammoniakgehalt nach Parnas, O, und 
CO, nach van Slyke bestimmt wurden, sodann ihnen Lésung 
von d-Alanin, beziehungsweise l-Asparaginsiure in die V. femoralis 
einfiihrten und nach Ablauf verschiedener Zeitabschnitte von 
neuem aus ebendenselben GefiBen Blutproben fiir die genannten 
qnantitativen Bestimmungen entnahmen. 

Eine spontane oder richtiger gesagt endogene Ammoniak- 
bildung muB unter den Bedingungen des Angiostomieversuches 
zur Folge haben, daB das vom Organ abflieBende GefaB bei 
niichternem Zustande des Hundes mehr Ammoniak enthilt als 
das zufiihrende GefiB, und eine Desaminierung durch das Organ 
wird sich darin iiuBern miissen, daB die erwihnte Differenz 
zwischen den entsprechenden GefiBen nach der Einfiihrung der 
zu untersuchenden Aminosiure ins Gefaifsystem besonders aus- 
gesprochen hervortritt. Nach einer ganzen Reihe von Vor- 
untersuchungen wihlten wir Hunde mit zwei Kaniilen: einer an 
der Pfortader und einer an der Nierenvene. 

Die Versuche bestanden darin, daf8 wir dem _ niichternen 
Hunde Kontrollportionen von Blut entnahmen (in den Tabellen 
mit 0 bezeichnet) und zwar aus der Pfortader, der Nierenvene 
und der A. femoralis, worauf wir dann in die Femoralvene 
2,5—3 g d-Alanin oder 2,5 g l-Asparaginsiiure einfiihrten. Nach 
einiger Zeit nahmen wir wieder aus den genannten GefiBen 
Blutproben zur Ausfihrung derselben Bestimmungen wie in den 
Kontrollportionen. Ks wurden bestimmt: Ammoniak nach Parnas, 
Sauerstoff und |ohlensiure nach van Slyke und Brenztrauben- 
siiure nach Clut und Cook}). Wir hielten uns streng an die 
Vorschriften des letzteren Autors nur mit der Abinderung, 
da8 wir das Filtrat aus 10 ccm Blut nach Zugabe von 4 ccm 
n/1-NaOH in einer Porzellanschale eine Stunde lang auf dem 
siedenden Wasserbade eindampften, worauf die Fliissigkeit in ein 
kleines Kélbchen gebracht wurde. 


) Biochem. J. 26, Nr. 6 (1933). 
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Alle von uns ausgefihrten Versuche haben gleiche Resultate 
ergeben. In den vorliegenden Tabellen fiihren wir nur einige 


demonstrative Beispiele an. 















































Tabelle L 
A. d-Alanin. 
Nr. Ammoniakgehalt im Blute der Abgabe (+) 
des Ver-} Zeit (') . Aufnahme (—) 
Femoral- | pr ated Nieren- 
suchs arterie ortader; yvene |Darmwand| Niere 
I 0 0,06 0,18 0,08 40,12 +0,02 
15 0,16 0,40 0,30 +-0,24 40,14 
25 0,04 0,28 0,22 +0,24 +0,18 
I 0 0,08 0,40 0,17 +0,32 +0,05 
25 0,12 0,55 0,28 +0,43 +0,16 
35 0,14 0,46 0,28 40,32 40,14 
Ill 0 0,10 0,26 0,15 +0,16 +0,05 
20 0,10 0,68 0,27 +0,58 +0,17 
IV 0 0,02 0,16 0,30 0,14 +0,28 
10 0,05 0,35 0,39 +-0,30 +0,34 
V 0 0,03 0,09 0,12 +0,06 +0,09 
10 0,06 0,40 0,10 +-0,34 +0,04 
B. 1-Asparaginsdure. 

VI 0 0,09 | 0,30 0,15 +0,21 | +0,06 
15 0,10 0,63 0,30 +0,53 +0,20 


Die erhaltenen Zahlen belehren uns dariiber, daB die Darm- 
wand bei niichternem Zustande das Hauptorgan in der Ammoniak- 
bildung ist, denn in der Pfortader ist das Blut um 0,06—0,32 mg-°/, 
reicher als das arterielle Blut, wihrend in der Nierenvene die 
Ammoniakanreicherung gegeniiber der Femoralarterie zwischen 
0,02 und 0,28 mg-°/, schwankt. In den Mittelzahlen tritt dieser 
Unterschied deutlicher hervor: fiir die Darmwand erhalten wir 
die Zahl 0,17, fiir die Niere 0,09. Nach intravenéser Einfiihrung 
von d-Alanin steigt der Uberschu8 in der Darmwand bis 0,58 mg-°/,, 
wihrend die Niere als gré8te Zahl 0,34 aufweist. Die Mittel- 
zahlen sind auch hier wieder ausdrucksvoller: die mittlere Bildung 
ist fiir den Darm hier 0,35 mg-°/,, wihrend fiir die Niere die 
Zahl 0,17 erhalten wird. 

Nach der Einfiihrung von Asparaginsiiure wurde in der 
Darmwand ein Anstieg von 0,33 und in der Niere von 0,14 


erhalten. 
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Tabelle II. 




















A. d-Alanin. 

Gehalt im Blute d 2 
Nr. FI esncorionet nn otenliniaee Aufnahme(—)| Abgabe (-+) 
des Zeit | Femoral- Nieren- O 
Ver- (') pre Pfortader na von VU, von CO, 
suchs O, |CO,| O, | CO,| O, | CO, | Darm | Niere | Darm | Niere 

2 : 
IV 15,7 | 36,$ | 12,4 | 42,5 | 13,7| 38,9]— 3,3\— 2,0/+ 5,38! + 21 


17,4 | 34,9| 7,5| 44,9 | 11,4 | 40,6]— 9,9|— 6,0]+10,0| + 5,7 


0 
0 

V O |17,4/ 35,4 | 13,7 | 39,5 | 14,6/388,9]— 3,7/— 28]+ 4,1) + 3,5 
0 |16,4/31,9} 4,2/40,0) 8,2/42,5]— 5,2/— 82/4 8,1/ +10, 
0 
0 


21,2 | 33,1 | 18,5 | 42,9 | 17,5/38,3]— 3,7/— 3,7] +4+19,8) + 5,2 












































20 |14,5|33,4| 3,2 | 34,9| 10,0/35,8|—11,3/— 4,5/+16,5| + 2,4 

VII 0 | 28,0] 38,8 | 17,6 | 42,9/ 13,2 / 40,8]— 2,4/— 6,8/+ 4,1] + 2,0 
25 | 20,0 | 87,2 | 12,3 | 42,7 | 12,5/39,3]— 7,7/— 7,5]+ 5,5) + 2,1 

VII QO | 24,2) 42,7 | 12,8 | 51,4] 14,8 | 47,3]—11,4/— 9,4]+ 8,7) + 4,6 
80 | 23,2 | 88,6 | 10,0 | 49,8 | 16,5 | 41,8] —13,2;— 6,7/+11,2) + 3,2 

IX 0 | 16,3 | 44,6 | 12,8 | 47,9 | 13,3} 49,0] — 3,5/— 3,0]/+ 3,3) + 4,4 
22 | 24,0 | 88,6 | 17,0 | 44,9 | 15,6 | 49,8]— 6,7;— 841+ 6,3/ +11,2 

xX 0 | 22,0/ 40,3 | 13,8 | 44,3/ 15,0) 42,7] -— 82/— 50/+ 4,0! + 24 
15 | 27,0 | 84,2 | 12,0 | 44,0 | 16,0 | 87,7] — 15,0) -18,2]+ 9,8) + 3,5 


B. 1-Asparaginsiure. 


XI O | 24,9 | 32,6] 8,7 37,5 | 16,5 | | 37,2,— 6,2/— 8,4[+ 4,9 + 4,6 
15 21,4 | 85,0 12°8 41,3 | 12,2 | 40,0|— 8,6\— 9,2|+ 6,2/-+ 50 





Samtliche Daten dieser Tab. II, sowie der niachstfolgenden 
Tab. III beweisen, daB die Desaminierung der Aminosduren sowohl 
in der Darmwand, als auch in den Nieren, wie solches gegenwirtig 
auch allgemein angenommen ist, in der Tat auf oxydativem Wege 
vor sich geht. In allen Fallen ohne Ausnahme war die Des- 
aminierung in beiden Organen yon erhéhtem Sauerstoffverbrauch 
begleitet. Ebenso war auch, wenn man von dem einen Versuche 
am Hunde Nr. VIII absieht, der erhéhte Sauerstoffverbrauch mit 
erhéhter Kohlensiureausscheidung verbunden. Der erhéhte Sauer- 
stoffverbrauch, welcher auf die Einfiihrung einer Aminosiure ins 
Blut folgt, ist offenbar auf irgend eine Weise mit dem Akt der 
Desaminierung verkniipft. In der Darmwand verlief bei unseren 
Hunden der ProzeB der Desaminierung des d-Alanins energischer, 
als in der Niere. Dementsprechend erreichte die Erhéhung des 
Sauerstoffverbrauchs im ersteren Organe einen héheren Wert (im 
Mittel um 4,7 Vol.-°/,) als im letzteren (3,1). 





\] 
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Die Zahlen der Tab. II sind alle an Hunden erhalten, die 
eine zweizeitige Operation durchgemacht hatten und zu einer Zeit, 
wo die Blutzirkulation und Atmung bei den Hunden vollkommen 
zur Norm zurickgekehrt war. Bei Hunden, die einzeitig operiert 
worden sind, ist gewohnlich weder die Zirkulation, noch die At- 
mung angesichts der Kiirze der nach der Operation verflossenen 
Zeit normal geworden. Bei ihnen ruft die EKinfiihrung einer 
Aminosaure nicht nur keinen erhéhten Sauerstoffverbrauch hervor, 
sondern der letztere verringert sich noch, und dennoch geht die 
Desaminierung ihren normalen Weg. Dieses deutet darauf hin, daB 
der ProzeB der Desaminierung nicht mit einer Erhdhung der 
lokalen Atmung durchaus verbunden sein muf, dab selbst bei 
herabgesetztem Gaswechsel sowohl der Darm, als auch die Nieren 
stets den zur Desaminierung erforderlichen Sauerstoff zu finden 
wissen, als zu einem Prozesse von primirer Lebenswichtigkeit. 


Tabelle III. 




















. , Abgabe (++) und 
Nr. een im Blute Kuli (~) von 
desVer-| Zeit (’) (mg-"/9) Brenztraubensiure 
suchs Femoral- Nieren- | , 
oxtente Pfortader vene Darm | Niere 
I 0 2.95 3.10 2,87 +0,15 —0,08 
15 3,45 3°81 3.16 0,36 —0,29 
II 0 3,36 3,41 3,36 +0,05 0 
25 3.57 3.93 3°30 +0,36 —0,27 
30 3.50 3.68 2°87 +0,18 —0,68 
I 0 3,52 4,00 2,60 +0,48 — 0,92 
20 3.67 4,23 3,25 +0,56 ~0,41 
XI 0 3,40 3,78 2.99 +0,36 —0,43 
15 3°76 4,28 3°50 40,52 —0,25 























Fassen wir die Zahlen der vorliegenden Tabelle ins Auge, 
so bemerken wir vor allem, daB der Darm auch bei niichternem 
Zustande des Hundes Brenztraubensiure produziert. Von der Niere 
kénnen wir dieses auf Grund der vorhandenen Zahlen nicht be- 
haupten. Zweifellos ist das das Resultat des endogenen Kohlehydrat- 
umsatzes. Das Anwachsen der Brenztraubensiuremenge nach der 
Kinfithrung von Alanin (in Vers. I um 0,21, in Vers. If um 0,31, 
in Vers. III um 0,08 und in Vers. IV um 0,16) kommt auf Rech- 
nung der Desaminierung dieser Aminosiiure zustande. Dieses 
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ist im besten Einklang mit der Tatsache des erhéhten Sauerstoff- 
verbrauchs durch die Darmwand wihrend der Desaminierung. 

In der Niere geht, wenn auch in geringerem Mafe, ebenfalls 
der DesaminierungsprozeB des Alanins vor sich und auch unter 
verstiirktem Sauerstoffverbrauch; als Ergebnis der oxydativen 
Desaminierung hitte man daher auch hier das Auftreten neu- 
gebildeter Brenztraubensdure erwarten kénnen. In der Tat aber 
haben wir in der Nierenvene nicht nur keine Vermehrung der 
Brenztraubensiure entdecken kénnen, sondern im Gegenteil eine 
Verminderung derselben. Erkliren lift sich dieses Paradoxon 
vor der Hand dadurch, daB die Niere, wie uns aus anderen 
Angiostomieversuchen bekannt ist, zu den Organen gehdért, welche 
die Brenztraubensiure weiter verarbeiten. Wir miissen annehmen, 
daB die Nieren dies nicht nur mit der Brenztraubensiure tun, 
die sich daselbst durch Desaminierung des Alanins bildet, sondern 
auch mit derjenigen, welche sich im gegebenen Moment im 
arteriellen Blute befindet. 

Im arteriellen Blut reichert sich wihrend der Desaminierung 
von Alanin gewodhnlich die Brenztraubensiure deutlich an. Im 
ersten Versuche erreichte diese Anreicherung 0,5 mg-°/,, im 
zweiten 0,21, im dritten 0,15 und im elften 0,36. Vergleicht man 
die Zahlen der Brenztraubensiurezunahme in der Darmwand mit 
den Zahlen ihrer Verausgabung in der Niere, so erhalt man in 
der Mehrzahl der Fille eine unvollstiindige Resorption desjenigen 
Uberschusses, welcher sich zur gegebenen Zeit in der Darmwand 
gebildet hat. 


Zusammenfassung. 


Als Hauptort fiir die Desaminierung der Aminosiuren unter 
physiologischen Bedingungen ist die Darmwand anzusehen. 
Fihrt man ins Blut Alanin ein, so erfahrt das letztere in der 
Darmwand eine Desaminierung unter erhéhter Sauerstoffaufnahme 
durch die Gewebe der Darmwand; es entsteht dabei Brenztrauben- 
siure. Als zweiter Ort fiir die Desaminierung von Aminosiiuren 
tritt die Niere auf, wo infolge des erhéhten Sauerstoffverbrauchs 
sich ebenfalls Brenztraubensiure bilden mu, welche sich jedoch 
in der Nierenvene nicht finden liBt, offenbar infolge ihres Konsums 
durch die Niere. Infolgedessen erweist sich das von der Niere 
abflieBende Blut nicht nur als nicht reicher an Brenztraubensiure, 
sondern sogar als armer. 
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Der Ort der Bilirubinbildung 
nach Versuchen an angiostomierten Hunden. 


I. Mitteilung. 


Von 


E. 8. London und L. J. Kryzanowskaja. 





(Aus der Abteilung fiir allgemeine Pathologie des Stoffwechsels 
des Instituts fiir Experimentelle Medizin zu Leningrad.) 


(Der Schriftleitung zagegangen am 21. Juli 1934.) 


In der Frage nach dem Orte der Bilirubinbildung sind in 
der Literatur die verschiedenartigsten Ansichten laut geworden. 
Die Ursache hierfiir liegt darin, daB die Forscher zur Klarstellung 
dieser Frage sich unzuverlissiger Methoden bedienten. 


Schon seit langem hatte man den Zusammenhang, der zwischen der 
Milz und dem Bilirubin bestehen miisse, ins Auge gefaft [Banti’)}. 
Schmerz’) und Rich‘) wollten diesen Zusammenhang durch Versuche in 
vitro nachweisen, was ihnen jedoch nicht gelang; spiitere Forscher wandten 
sich daher den Versuchen in vivo zu. Die ilteren Versuche von Joanno- 
viez und Pick‘), welche in vivo angestellt wurden, wollten verfolgen, ob 
sich bei Tieren durch Einwirkung von Toluylendiamin Ikterus ausbildet, 
wenn denselben zuvor die Milz exstirpiert worden war. Ihre Versuche 
fiihrten zu keinem Erfolg. Hieraus wurde der Schlu8 gezogen, daB die Milz 
das Bilirubin bilde. Um diese SchluBfolgerung zu bekriftigen, schritten 
einige Autoren zur Durchstrémung der iiberlebenden Milz. Bei dieser 
Methode erhielten die einen ein positives Resultat [Ernst und Szaponyos’), 
sowie auch Yutaka Komori und Chujilwao®)], andere dagegen ein 
negatives [Mc Nee und Prusik’, sowie Rosenthal®)}. Nachdem die 
Autoren bei ihren Versuchen an der iiberlebenden Milz positive Resultate 
erhalten hatten, schritten dieselben Forscher in Gemeinschaft mit Hideo 
Nakamura’) zu Versuchen am ganzen anisthesierten Organismus, bei 


1) Dim. Antié u. D. Borié, Z. exper. Med. 70, 658 (1930). 

*) Vgl. Fr. Miiller, Miinch. med. Wschr. 865 (1923). 

8) Klin. Wschr. 2079 (1922); Physiologic. Rev. 5, 182 (1925). 

4) Joannovicz, Z. f. Heilkunde 26, 182 (1925); Joannowicz und 
Pick, Z. f. exper. Path. u. Ther. 7 (1903), 

5) Klin. Wschr. 614 (1924). 

*) J. of Biochem. 8, 195 (1927). 

7) J. of Path. 27, 95 (1929). 

8) Erg. Med. 6, 532 (1928). 

%) J. of Biochem. 10, 11 (1928). 
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welchem sie in den Bedingungen eines akuten Versuches durch intravenése 
Wassereinspritzungen Hiimolyse hervorriefen und darauf den Bilirubingehalt 
in der Milzvene und in der Arterie verglichen. Es wurden Resultate er- 
halten, welche denen, die Rich unter gleichen Bedingungen erhalten hatte, 
widersprachen. Bei dem letzteren enthielt die Milzvene nicht mehr Bilirubin 
als die iibrigen GefiBe. Mann‘) und seine Mitarbeiter, welche den Bili- 
rubingehalt in verschiedenen GefaiBen verglichen, kamen zum SchluB, daB das 
Bilirubin zum gréBten Teile im Knochenmark gebildet wird, weniger in der 
Milz und noch weniger in der Leber. 

Komori, Iwao und Nakamura erkliren den diametralen Unterschied 
zwischen ihren positiven Ergebnissen und den negativen Resultaten Richs 
dadurch, da8 in den Versuchen des letzteren wihrend der Blutentnahme 
Stauungen in der Milz auftreten konnten. Der Unterschied kann selbst- 
verstiindlich nicht nur yon diesem Momente allein abhingen; iiberhaupt 
sind solche Versuche auf dem Vivisektionstische, wo sich die Einwirkung 
der Aniisthetica beimischt, wo sich Zerrung der Organe, sowie unnormale 
Reflexe jeglicher Art nicht vermeiden lassen, wenig zuverlissig. 

Im Gegensatz zu Mann’) ist Tariguchi*) der Ansicht, daB der 
Hauptort der Bilirubinbildung die Leber sei. Derselben Ansicht huldigt 
auch van den Bergh’). Yasuyosi Nisimaru’) findet, daB das Bilirubin 
von der Leber aus demjenigen Himoglobin gebildet wird, welches ihr im 
Blute der Pfortader und nicht im Blute der Leberarterie zustrémt. 


Wir haben unsere Untersuchungen an angiostomierten Hunden 
angestellt, in der Mehrzahl der Fille an solchen mit 2 Kaniilen, 
einer an der Milzvene und einer anderen an den Lebervenen. Die 
Himolyse wurde mit destilliertem Wasser hervorgerufen, welches 
in die Jugularvene in Mengen von 800—1200 ccm, je nach dem 
Kérpergewichte des Hundes, eingefiihrt wurde. Das Kontrollblut 
wurde vor der Wassereinspritzung, das Blut fiir den Versuch aus 
der V. lienalis, V. hepatica und A. bzw. V. femoralis 3—3?/, Stunden 
nach der Wassereinspritzung genommen. Die Blutanalyse wurde 
nach van Bergh ausgefiihrt. Die Standardlésungen wurden aus 
reinem Bilirubin bereitet und der Intensitit der Farbe der Ver- 
suchsproben angepaBt. In Anbetracht der geringen Bilirubinmengen, 
welche sich in der vorliegenden Serie von Versuchen auffinden 
lieBen, sind hier nicht die absoluten, sondern die relativen Zahlen- 
gréBen von Bedeutung, auf welchen wir (eigentlich) unsere SchluB- 


folgerungen auch aufgebaut haben. 





1) F.C. Mann, C. Sheard, J. L. Bollmann u. E. J. Baldes, Amer. 
J. Physiol. 74, 497 (1925); 77, 219 und 384 (1927). 

*) Arch. f. exper. Path. 130, 37 (1928). 

3) Wien. med. Wschr. Nr. 42 (1931). 

4) Amer. J. Physiol. 97, 654 (1931). 
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Unsere Untersuchung erstreckte sich auf 9 Hunde der oben 
erwihnten Art. Die erhaltenen Zahlen beziiglich der ersten 
8 Hunde stellen wir in der folgenden Tabelle zusammen. 


























Tabelle I. 
“ye . . oe 0 
Nr. ten tities Bilirubingehalt in wt ae /o) 
Hundes V. lienalis | V. hepatica |A. femoralis | V. femoralis 
1 31. III. 31 0,375 0,125 0,125 _ 
2 12. XII. 31 0,375 0,250 0,310 — 
3 13.1. 32 0,175 | 0,125 0,125 0,150 
4 21. 1V. 32 0,500 | 0,875 0,250 0,375 
5 19. IX. 32 0,025 | 0,020 0,020 — 
6 21. VI. 33 0,040 | 0,030 0,030 0,030 
7 15. II. 34 0,050 0,023 | 0,028 0,036 
8 31. III. 34 0,053 | 0,020 — 0,012 








Aus den Zahlen dieser Tabelle kénnen wir ersehen, da die 
Milzvene in allen Fallen ohne Ausnahme reicher an Bilirubin ist, 
als alle tibrigen untersuchten GefiBe. Im Mittel ist das von der 
Milz abflieBende venése Blut um 0,072 mg-°/, reicher an Bili- 
rubin, als das arterielle Blut. In den 4 Versuchen, wo das Blut 
der A. femoralis und das der V. femoralis gleichzeitig untersucht 
wurde, erwies sich die letztere, welche unter anderem auch Blut 
aus dem Knochenmarke fiihrt, im Mittel um 0,040 mg-?/, reicher 
als die erstere. In 5 unter 7 Versuchen (Nr. 1, 3, 5, 6 und 7) 
zeigte die Lebervene im Vergleich mit dem arteriellen System 
den gleichen Bilirubingehalt, in einem Versuche (Nr. 2) sogar 
einen geringeren Gehalt, und nur in einem Falle (Nr. 4) einen 
leicht erhéhten Gehalt an Bilirubin. 

Wir miissen also annehmen, dab die Milz in der Bildung 
von Bilirubin aus dem bei der Hamolyse aus den Erythrozyten 
ausgetretenen Himoglobin die Hauptrolle spielt. Um diese Rolle 
der Milz noch deutlicher klarzustellen, wurde noch der folgende 
Versuch angestellt. Einem Hunde wurde die Milz exstirpiert. 
Nach einem Monate legten wir ihm eine Kaniile an die V. hepatica 
an. Als derselbe sich sodann nach einigen Wochen von der 
Operation ginzlich erholt hatte, stellten wir an ihm in der 
gewohnlichen Anordnung 2 Versuche mit einem Intervall von 
10 Tagen an. Das Blut zur Bilirubinuntersuchung wurde der 
V. hepatica, der A. und V. femoralis entnommen. Die Versuche 


ergaben folgende Daten: 
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Tabelle II. 

















Nr. des | Bilirubingehalt (mg-°/,) in 
Versuchs A. femoralis | V. femoralis | V. hepatica 
1 0,024 | 0,022 0,020 
. 0,008 =| — 0,005 0,004 





In beiden Versuchen gaben alle untersuchten GefaiBe nur 
einen verschwindend kleinen Bilirubingehalt. Hieraus folgt, dab 
das Bilirubin, wenn die Milz auch die Hauptrolle in seiner Bil- 
dung spielt, teilweise, in geringen Mengen, auch noch in anderen 
Organen gebildet wird. Jedenfalls aber geben diese Versuche 
keineswegs Grund zur Annahme, da8 unter den gegebenen Ver- 
haltnissen die Leber oder das Knochenmark mit der Milz kon- 
kurrieren kénnten. 


Zusammenfassung. 


Die Bildung von Bilirubin aus dem Hamoglobin, welches in 
vivo infolge von Himolyse aus den Erythrozyten ausgetreten ist, 
findet hauptsichlich, wenn auch nicht auschlieBlich, in der Milz 
statt. Wenn dieser ProzeB im gesamten retikulir-endothelialen 
Gewebe vor sich ginge, so wiirde der Ausfall desselben infolge 
der Milzexstirpation leicht kompensiert werden, dies ist jedoch, 
wie der Versuch zeigt, nicht der Fall. 
































233 


Die Frage der Beteiligung des Ornithins, des Citrullins 
und des Arginins am normalen Proze8 der Harnstoffbildung 
in der Leber unter Anwendung der Angiostomie. 

I, Mitteilung. 

Von 


E. S. London, A. K. Alexandry und 8. W. Nedswedski. 





(Aus der Abteilung fiir allgemeine Pathologie des Stoffwechsels 
des Instituts fiir Experimentelle Medizin zu Leningrad.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Juli 1934.) 


H. A. Krebs’) hat auf Grund seiner zahlreichen und miihe- 
vollen Untersuchungen an Leberschnitten in Ringerscher Liésung 
ein harmonisches und logisch durchdachtes Schema aufgestellt, 
nach welchem die physiologische Bildung von Harnstoff aus Ammo- 
niak in der Leber vor sich gehen soll. Dieses Schema ist kurz 
gesagt folgendes: das Ornithin, welches infolge der Wirkung der 
Arginase in der Leber stets vorhanden sein mu8, nimmt zusammen 
mit der Kohlensiure eine Molekel Ammoniak auf und geht so in 
Citrullin iiber; das letztere vereinigt sich sodann mit einem zweiten 
Teil Ammoniak und verwandelt sich in Arginin; unter dem Ein- 
flusse der Arginase geht das Arginin in Harnstoff iiber, wobei 
das Ornithin zuriickbleibt, welches die auf demselben Wege er- 
folgende Umsetzung weiterer Mengen von Ammoniak zu Harnstoff 
auslést. 

Hat man Hunde mit einer Kaniile an der Pfortader und 
einer anderen an der Lebervene zu seiner Verfiigung, so kann 
man verfolgen, ob das erwihnte Schema sich beim normalen Vor- 
gang der Harnstoffbildung aus Ammoniak in der Leber bewahr- 
heitet. Die Versuchsanordnung an solchen Hunden kann eine tiber- 
aus verschiedene sein. Am einfachsten, zumal in den ersten 
Anfangen, dirfte es wohl sein, das Blut der Lebervene vor und 
nach langsamer Einspritzung (im Laufe von 2—3 Minuten) der 
einen oder anderen Substanz oder von Mischungen in die 





) Diese Z. 210, 33 (1932). 
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Pfortader auf den quantitativen Gehalt an Harnstoff zu unter- 
suchen. 

Vor allem aber muBte man untersuchen, ob nicht auf die 
harnstoffbildende Tatigkeit der Leber schon der Akt der Kin- 
spritzung einer Fiissigkeit in die Pfortader fiir sich eine Wir- 
kung ausibt. 

In den gesamten Tabellen ist der Harnstoff in Gramm pro 
Liter Blut ausgedriickt; die Differenzen aber sind in Milligramm 
pro Mille angegeben. 














Tabelle I. 
10 cem physiologische Kochsalzlésung in die Pfortader. 
Zeit Harnstoff Differenz 
0 0,593 ~_ 
5’ 0,582 ~it 
15’ 0,581 o i 








Aus den Daten dieser T'abelle ist érsichtlich, daB eine Kin- 
spritzung von 10 ccm physiologischer Lisung keine Erhéhung der 
Harnstoffbildung nach sich zieht. 


Tabelle II. 


Verschiedene Stoffe, in 10 cem Wasser gelést, wurden in der zur Harnstoff- 
bildung dquivalenten Stickstoffmenge eingefiihrt. 



































Nr. des , . Nr. des] ,,.- z 
Sesion Zeit | Harnstoff| Differenz acid Zeit | Harnstoff| Differenz 
Chlorammonium. Chlorammonium + d-Ornithin. 
1 0 0,436 os 2 0 0,391 a 
5’ 0,530 + 94 i 0,575 +184 
85’ 0,500 — 380 iy 0,556 — 19 
30! 0,585 “ 
3 0 0,243 _ 4 0 0,324 _ 
7 0,387 +144 5’ 0,486 +162 
5 0 0,394 ae 6 0 0,429 — 
9 .] 0,505 +111 9’ 0,529 | +100 
d-Ornithin (0,8 g). 
7 0 0,610 — 8 0 0,370 - 
V 0,690 | + 80 5’ 0,402 | + 32 
15’ 0,732 + 42 30’ 0,437 + 35 
30’ 0,760 | + 28 























Chlorammonium (65 mg pro Kilogramm Korpergewicht) rutft, 
in die Pfortader eingefiihrt, in der Leber eine gesteigerte Harn- 
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stoffproduktion hervor, welche nach den ersten 5—7 Minuten ihre 
gréBte Hoéhe erreicht. Nach 10 Minuten finden wir hier stets 
schon einen Abfall, wie wir uns in den Vorversuchen iiber- 
zeugt haben. Wir haben uns daher in der vorliegenden 
Versuchsreihe mit der Blutprobe begniigt, welche der Lebervene 
5—7 Minuten nach der Einspritzung in die Pfortader ent- 
nommen war. 

Den Harnstoff bestimmten wir quantitativ nach Fosse. 

Unter den 3 Hunden, welche als Beispiele in der vorliegenden 
Tabelle angefiihrt sind, stieg bei Hund 1 der Harnstoffgehalt des 
Lebervenenblutes um 94 an, bei Hund 3 um 144 und bei Hund 5 
um 111. Die Zugabe von 0,3 g Ornithin zum Chlorammonium 
hatte in 2 Fallen (Vers. Nr. 2 u. 4) eine groBe Erhéhung des 
Harnstoffgehaltes zur Folge, in einem dritten Falle aber (Nr. 6) 
eine geringere Erhéhung. Zum Vergleich haben wir stets in jeder 
Hinsicht gleichartige Hunde ausgesucht und die Versuche an den- 
selben gleichzeitig angestellt, so da sie gut vergleichbar sind, 
Wir haben auch den Versuch gemacht, Vergleichsversuche an 
einem und demselben Hunde und am gleichen Tage mit einem 
Intervall von 2'/, Stunden auszufiihren. Doch erwies sich dieses 
als unzweckmiBig, da der vorhergehende Versuch sichtlich nicht 
ohne KinfluB auf den nachfolgeuden bleibt, indem der beim ersten 
Versuche aufgetretene Uberschu8 an Harnstoff nicht so schnell 
verschwindet. 

Um zu erfahren, wie das Ornithin selbst, in die Leber ein- 
gefiihrt, die Harnstoffproduktion beeinfluBt, haben wir zwei Ver- 
suche angestellt, in weichen wir 0,8 g dieses Priparats in die 
Pfortader einfiihrten. Wie aus den Zahlen ersichtlich ist (Hunde 
Nr. 7 und 8), gibt das Ornithin eine recht bedeutende Harnstoff- 
produktion. Wir haben eine gréBere Dosis angewandt, als eigent- 
lich in unserem unmittelbaren Interesse lag, um ein méglichst 
deutliches und genaues Resultat zu erhalten. Ziehen wir in den 
drei besprochenen Versuchspaaren bei Einfiihrung von Chlor- 
ammonium mit und ohne Zusatz von Ornithin die Mittelwerte 
aus den ersten Proben nach der Injektion, so erhalt man im 
Falle der Einspritzung von Ornithin einen Uberschu8 von 33 im 
Vergleich zu den Fallen ohne Ornithin. Man mu8 wohl annehmen, 
daB dieser Uberschu8 auf den Ornithinzusatz zuriickzufiihren ist. 
Wenn das Ornithin in vitro keine merkliche Zunahme des Harn- 
stoffes hervorruft (Krebs), so ist doch fiir den lebenden Organis- 
mus das, was im toten Reagenzglas mit absterbendem Gewebe 





Oe osate 


noe enema 





9386 E.S8.London, A.K. Alexandry und S. W. Nedswedski, 


vor sich geht, nicht maBgebend. Wenn in der Tat das Ornithin 
unter den Bedingungen der normalen lebenden Wirklichkeit nur 
die Rolle eines Katalysators in der Leber spielte, so kénnte sein 
Zusatz zum Chlorammonium wohl nur das Tempo des Uberganges 
einer gewissen Menge von Ammoniak in Harnstoff beeinflussen, 
nicht aber die Ausbeute des letzteren. 

AuBer den soeben genannten Versuchen, in denen die zu 
untersuchenden Stoffe durch die Pfortader unmittelbar in die 
Leber eingefiihrt wurden, besitzen wir noch eine Reihe von Ver- 
suchen, in denen diese Stoffe in die peripheren Venen eingefiihrt 
wurden und der Harnstoff im arteriellen Blute bestimmt wurde. 
Das ist kein ganz gerader Weg, aber immerhin ein solcher, der 
orientierende Angaben liefern kann, da ja der von der Leber 
gebildete Harnstoff in den groBen Kreislauf gelangt, wo er eine 


Tabelle III. 



























































Harnstoff Differenz Harnstoff Differenz 
Nr. des Zeit 
Hundes . . Chlorammonium 38 g 
Chlorammonium (3 g) +0,8 d-Orithin 
19 0 0,285 a 0,342 _ 
20’ 0,330 +45 0,366 +24 
40’ 0,384 + 54 0,393 +27 
0,5 g d-Ornithin 
Harnstoff | Differenz 
20 0 0,252 — 
20’ 0,282 +30 
: Chlorammonium 8 g 
Chlorammonium (3 g) + 0,85 g d-Omithin 
Harnstoff Differenz Harnstoff Differenz 
21 0 0,300 “— 0,484 ‘ate 
20’ 0,465 +165 0,574 +90 
40’ 0,414 - §1 0,588 +14 
Chloramm. - 
Chloramm. (1,0 g) 7 = ann Citrullin 
(1,0 g) d-Ornithin a ; (0,65 g) 
(0,1 g) (0,65 g) 
Harn- , Harn- , Harn- : Harn- ' 
stoff Diff. stoff Diff, stoff Diff. stoff Diff. 
22 0 | 0437] — | 0,482] — | 0,450 0,866 | — 
10’ 0,475 | +38 | 0,470 | +38 — — 0,390 | +24 
20’ | 0,445 | —30 | 0,457] -13; — 0,378 | —12 
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Zeitlang zirkuliert. In dieser Versuchsreihe (Hunde Nr. 19 und 
20), deren Beispiele die Tab.IV bringt, wurde mehr Chlorammonium 
(3 g) eingefiihrt; wenn Ornithin zugesetzt wurde, so kam dasselbe 
in der friiheren Menge (0,3—0,35 g) in Anwendung. Ferner wurden 
im Gegensatz zur friiheren Reihe die zum Vergleich dienenden 
Versuche mit Chlorammonium allein, oder mit Chlorammonium und 
Ornithin an den namlichen Hunden mit einer Zwischenpause von 
10 Tagen zwischen den Versuchen angestellt. 

Bei dieser Versuchsanordnung, mit Kinfiihrung einer fast maxi- 
malen physiologischen Dosis von Chlorammonium, hielt die Anreiche- 
rung des Blutes an Harnstoff linger an, als bei der friiheren An- 
ordnung. Noch 40 Minuten nach der Injektion lift sich beim 
Hunde Nr. 19 ein Anwachsen des Harnstoffes feststellen, und 
zwar ein geringeres Anwachsen bei Gegenwart von exogenem 
Ornithin (+ 27), als bei Abwesenheit desselben (+ 54); | beim 
Hunde Nr. 21 war der Harnstoffzuwachs im Blute 20 Minuten 
nach der Injektion ohne exogenes Ornithin betrichtlich gréBer 
als beim Vorhandensein des letzteren (165 gegen 90). Nach 40 Minuten 
hatte ohne Ornithin die Harnstoffzunahme bereits aufgehért (—51), 
wihrend dieselbe bei Ornithinzusatz noch fortdauerte (+ 14). 

Bei Einfiihrung geringerer Mengen der Substanzen (1 g 
Chlorammonium und 0,1 g Ornithin) hat sich beim Hunde Nr. 22 
sozusagen iiberhaupt kein Unterschied zwischen der An- und Ab- 
wesenheit des exogenen Ornithins erwiesen. 10 Minuten nach der 
Injektion wurde in beiden Fallen die Zahl + 38 und nach 
20 Minuten — 30 und — 13 erhalten. 

Wiederum hitte in dieser ganzen Versuchsreihe die Harn- 
stoffbildung aus dem Ornithin eine Rolle spielen miissen, wie 
solches ersichtlich ist aus dem Versuche, wo wir dem Hunde 
Nr. 20 0,5 g Ornithin injizierten und doch einen deutlichen An- 
stieg des Harnstoffs im Gesamtblute erhielten (+ 30). 

Die beschriebene zweite Versuchsreihe gibt ebenso wie die 
erste Reihe wiederum keinen AnlaB zu glauben, da8 das Ornithin 
unter physiologischen Verhiltnissen im ProzeB der Harnstoffbildung 
die Rolle eines Katalysators spiele. 

Obwohl beide angefiihrten Versuchsreihen ein gleichwertiges 
Resultat ergeben haben, so ist im Interesse der endgiiltigen 
Lisung der Frage noch die Ausfiihrung von Versuchen an 
zweizeitig angiostomierten Hunden nétig. Hierzu sind durchaus 
Hunde von jugendlichem Alter (1—2 Jahre) und vor allem von 
gutem Ernihrungszustand nétig. Diejenigen Hunde, welche uns 
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zur Verfiigung standen, taugten blof fiir einzeitige Angiostomie- 
operationen und konnten daher nicht mehr als 4—6 Tage fiir 
Versuche beniitzt werden. Ist aber ein Hund nach der zweizeitigen 
Methode angiostomiert worden, so kann derselbe lange Zeit hindurch 
zu Versuchen dienen. Die Versuche miissen auf folgende Art 
ausgefiihrt werden: Die zu untersuchende Substanz wird in die 
Pfortader gebracht und gleichzeitig hiermit wird das Blut aus 
der Lebervene ununterbrochen wihrend einer langen Zeitperiode 
entnommen, wihrend der man in bestimmten Zeitabschnitten 
das Aufnahmegefi8 fiir das Blut wechselt. Eine solche An- 
ordnung des Versuchs gestattet eine Beobachtung des ganzen 
ununterbrochenen Verlaufs des zu studierenden Prozesses. Es sind 
natiirlich auch noch andere, vielleicht noch beweiskriftigere An- 
ordnungen méglich, von denen spiterhin in einer weiteren Mit- 
teilung die Rede sein soll. 


IT. 


Nach dem oben geschilderten Schema von Krebs verbindet 
sich das Ornithin in vitro, wie gesagt, mit Kohlensiure und 
Ammoniak und geht dadurch in Citrullin iiber, und das letztere 
nimmt noch Ammoniak auf und verwandelt sich in Arginin, und 
von hier aus ist bei der Anwesenheit von Arginase nur noch 
ein Schritt bis zum Harnstoff. 

Wenn das Krebssche Reagenzglasschema auch die physio- 
logische Realitit der Harnstoffbildung widerspiegeln wiirde, so 
miBte man erwarten, daB der ProzeB der Harnstoffbildung aus 
Arginin und sogar aus Citrullin schneller vonstatten gehen wiirde, 
als die Bildung desselben aus Chlorammonium, bei welcher das 
Schema eine lange Reihe von chemischen Verwandlungen fordert. 
Alle 10 Versuche der Tab. IV mit Ausnahme eines Versuchs am 
Hunde Nr. 13 zeigen, daB das sich nicht so verhalt. Wahrend 
bei unserer Versuchsanordnung die Harnstoffbildung durch die 
Leber nach Einfiihrung von Chlorammonium so schnell zum 
Abschlusse kommt, da8 wir gewéhnlich schon 10 Minuten nach 
der Injektion keine Spur mehr von ihr entdecken kénnen, dehnt 
sie sich nach Hinfiihrung von Citrullin oder Arginin so aus, dad 
sie gewohnlich auch noch 1/, Stunde nach der Injektion deutlich 
zutage tritt. 

Da nun ferner das Arginin nach dem Krebs schen 
Schema als letztes Glied in der sich folgenden Reihe 
von Stoffen auftritt, welche zur Harustoffbildung fihren, das 
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Tabelle IV. 
Arginin (0,9—2,1 g) Citrullin (0,8—1,0 g) 
Nr. des ‘ a : Nr. des : 
endee Zeit | Harnstoff | Differenz ae ta Zeit |Harnstoff | Differenz 
9 0 0,487 a 14 0 0,340 i 
9 0,610 | +128 5 0,400 +60 
18’ 0,642 + 32 15’ 0,450 4+-50 
33’ 0,663 + 21 30’ 0,451 + 1 

10 0 0,474 -_ 15 0 0,455 _ 
5 0,544 | + 70 5’ 0,492 +37 
15 0,560 + 16 17’ 0,516 +24 
30’ 0,572 | + 12 30’ 0,503 

11 0 0,355 _ 16 0 0,400 - 
5’ 0,410 + 55 5! 0,475 +75 
15’ 0,457 + 47 15’ 0,500 +25 
30’ 0,488 + $1 30’ 0,532 +32 

12 0 0,359 _ 17 0 0,514 cai 
5’ 0,483 +124 T 0,597 +83 
15’ 0,517 + 34 23’ 0,741 
30’ 0,520 | + 8 

13 0 0,478 ate 18 0 0,762 _ 
5 0,570 + 97 5 0,838 +66 
15’ 0,566 — 4 15’ 0,876 +38 
80’ 0,520 — 46 30’ 0,884 + 8 


























Citrulliin aber ihm vorausgeht, so kénnte man _ erwarten, 
da8 die Harnstoffbildung bei der Arginineinfiihrung ceteris 
paribus in schnellerem Tempo vor sich gehen wiirde, als bei der 
Kinfiihrung von Citrullin’), Eine Durchsicht der Zahlen der 
Tab. IV jedoch zeigt, daB der Versuch solches nicht bestitigt. 
Sowohl beim Arginin, als auch beim Citrullin zeigte der ProzeB 
der Harnstoffbildung einen allmihlichen und langsamen Charakter, 
so daB zu Ende der ersten halben Stunde (in der zweiten Viertel- 
stunde nach der Injektion) die Harnstoffzunahme beim Arginin 
zwischen 1 und 31 schwankte und beim Citrullin zwischen 4 
und 82. Ferner schwankten die Zahlen der Harnstoffzunahme 
im Zeitraume zwischen 5 und 15 Minuten nach der Injektion 
beim Arginin zwischen 16 und 50 und beim Citrullin zwischen 
24 und 38. Im Versuche am Hunde Nr. 22 (Tab. IJ) gab das 
Citrullin in den beiden letzten Zeitriumen von 10 Minuten fast 
die gleichen Zahlen fiir die Zu- und Abnahme, wie das Chlor- 
ammonium (+ 24 und + 38: —12 und — 13). 





1) Wir verdanken das in diesen Versuchen gebrauchte Citrullin der 
allergréBten Liebenswiirdigkeit des Herrn Prof. U. Suzuki (Japan). 
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ITT. 


Zur vollkommenen Beurteilung des hier in Rede stehenden 
Schemas wire es wiinschenswert, das zeitliche Verhalten aller 
Bestandteile des Prozesses, des Ornithins, des Citrullins und des 
Arginins zu kennen. Unter diesen Substanzen ist aber nur das 
Arginin unter den Bedingungen unseres Versuchs einer qualitativen 
und quantitativen Bestimmung zugiinglich mit Fehlern von 7—8°/, 
(Methode Webers). In den Versuchen mit Injektion von Arginin 
ist es deutlich sichtbar, daB nach MaB der Abnahme des Arginins 
_im Blute der Lebervene in derselben der Harnstoffgehalt zunimmt 
(Tab. V). Sicherlich existiert hier ein bestimmter Zahlenparallelismus, 
doch wird der letztere erst in jenen weiteren von uns ins Auge 
gefaBten Untersuchungen zutage treten, in denen wir Zahlen be- 
sitzen werden, welche die Mengen des Harnstoffes, die im ge- 
gebenen Moment von der Leber produziert werden, zum Aus- 


druck bringen. 
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Tabelle V. 
Nr. des . sii Nr. des : bi 
Hundes| Zeit Arginin | Harnstoff |} 7 ges} Zeit | Arginin | Harnstoff 
9 8’ 6,66 0,610 18 5 5,46 0,570 
18’ 4,30 0,642 15’ 5,00 0,566 
3’ 3,34 0,663 30’ 4,28 0,520 ~ 
10 5’ 8,00 0,544 14 5’ 5,00 0,400 
15’ 5,40 0,560 15’ 3,54 0,450 
80’ 4,28 0,572 30’ 3,40 0,451 
11 5’ 8,82 0,410 
15’ 4,70 0,457 
30’ 3,94 0,488 
Tabelle VL. 
mg-"/o mg-"/y 
Untersuchte : Arginin im || Untersuchte , Arginin im 
Zeit Zeit 
Substanz Lebervenen-|} Syubstanz Lebervenen 
blut blut 
0 2,40 / 0 3,00 
5’ 2.46 5’ 3,00 
30’ 2,60 J} 30” 3,00 
Citrullin ; 
0 2,50 0 4,40 
Chlorammon, 5’ 2,38 5’ 4,17 
mit Ornithin 15’ 2,24 15’ 4,65 
30’ 2,38 30 4,00 
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Wenn das Arginin eine Zwischenstufe bildet, welche das 
Ammoniak auf seinem Wege zur Verwandlung in Harnstoff obli- 
gatorisch passieren mu8, so hitten wir in all unseren Versuchen 
mit Chlorammonium, Ornithin und Citrullin bestimmte Schwankungen 
im quantitativen Gehalte des Lebervenenblutes an Arginin ent- 
decken miissen, da ja intermediire Prozesse sich stets in der einen 
oder anderen Weise im Blutspiegel widerspiegeln. In Wirklichkeit 
aber konnten wir in allen unseren 15 Versuchen iiber die ge- 
nannten Substanzen in keinem einzigen irgendwelche quantitative 
Schwankungen wahrnehmen (Tab. VI). In Anbetracht der Gleich- 
formigkeit der erhaltenen Resultate diirfte es geniigen, wenn wir 
uns mit der Wiedergabe eines Beispieles fiir jede Serie von 
Versuchen begniigen. 


Zusammenfassung. 


Die bis jetzt ausgefiihrten Angiostomieversuche geben keinen 
AnlaB zu glauben, daB die Harnstoffbildung in der Leber unter 
physiologischen Bedingungen in der Weise vor sich geht, wie es 
sich Krebs auf Grund seiner Versuche in vitro vorstellt. 
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Neue Methode der Gallenanalyse. 
Von 


Fritz Breusch. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat Freiburg i. Br.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Juli 19384.) 








Zur Analyse der Galle gibt es eine Reihe von Untersuchungs- 
methoden, von denen die gebriiuchlichsten die polarimetrische von 
Thannhauser und Jenke’) und die colorimetrische Abanderung 
der Pettenkoferschen Reaktion von Gregory und Paskoe?) 
sind. Alle diese Untersuchungsmethoden beschranken sich darauf, 
von den wesentlichen Gallenbestandteilen Cholesterin und Gallen- 
siuren zu analysieren: wegen der auferordentlichen methodischen 
Schwierigkeiten einer quantitativen Abtrennung werden die Fett- 
sduren vernachlassigt, oder nur auf eine immer unsichere indirekte 
Art ermittelt. Gerade die Fettsiuren sind aber durch die enorme 
Cholesterinlésungsfaihigkeit ihrer Seifen fiir die Gallenchemie be- 
sonders wichtig. 

Von den Méglichkeiten einer Trennung der Fett- und Gallen- 
siuren schied die Abtrennung durch die verschiedene Atherlislichkeit 
aus, da vor allem bei kleinen Mengen eine quantitative Abtrennung 
nicht zu erzielen ist. Die andere Méglichkeit besteht darin, die 
von Wieland und Sorge’) bei der Aufspaltung der Choleinsauren 
angewendete Methode der Hochvakuumsublimation auch auf die 
Gallen- und -Fettsiuregemische der Gallen anzuwenden. Im Vor- 
liegenden ist diese Methode beschrieben: 

5—10ccm Galle werden mit 50 ccm reinem (nicht denaturier- 
tem) Alkohol versetzt, nach kurzem Stehen das ausgefallene Kiweif 
abfiltriert, das Filter mit Alkohol sauber nachgewaschen und das 
Filtrat auf dem Wasserbad zur Trockne verdampft. Der ein- 
gedampfte Riickstand wird in 20 ccm destilliertem Wasser gelést (er 
muB sich klar lésen), mit 2 ccm 5°/,iger Sodalésung kalt versetzt 
und 5—6 mal mit 40 ccm Chloroform ausgeschiittelt. Cholesterin 
und Phosphatide gehen in das Chloroform, in dem sie in iiblicher 
Weise bestimmt werden. 
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Zur Kontrolle wurde durch Analyse der Chloroform- und der waBrigen 
Fraktion untersucht, ob auf diese Art wirklich alle Phosphatide extrahiert 
werden. Von einer enteiweiBten menschlichen Galle wurden je 10 cem 

1. durch Siéure gefallt und der Niederschlag (Gallensiure, Fettsdure, 
Phosphatide) und die Mutterlauge fiir sich verascht, 

2. direkt mit Chloroform extrahiert und Mutterlauge und Chloroform- 
extrakt fiir sich verascht, 

3. nach Sodazusatz mit Chloroform extrahiert und Extrakt und Mutter- 
jauge gesondert verascht, 

4, nach Sodazusatz mit Ather extrahiert und Extrakt und Mutterlauge 
getrennt verascht. 

Das Ergebnis der Phosphatbestimmungen war Folgendes: 











~ + 2. 3. | 4 

n . Neutral Soda alkalisch Soda alkalisch 
S: f. ll > 
aceite Chloroformextrakt Chlorof. Ex. | Atherextrakt 





4,42mg Phosphor | 4,29 mg Phosphor | 4,18 mg Phosphor | 1,25 mg Phosphor 























Mutterlauge Mutterlauge Mutterlauge | Mutterlauge 





0,23 mg Phosphor | 0,28 mg Phosphor | 0,31 mg Phosphor | 3,21 mg Phosphor 


Durch Chloroform lieB sich also der ganze organisch ge- 
bundene mit Siure fallbare (1) Phosphor extrahieren. Mit Ather 
gelingt diese Extraktion nicht quantitativ (4), Bei Extraktionen 
der neutralen Galle, (ohne Sodazusatz 2), gehen auch Gallenfarb- 
stoffe mit in das Chloroform; bei der mit Soda alkalisch gemachten 
Gaile ist der Chloroformextrakt farblos (3). Zur Alkalisierung der 
Galle darf nur Soda verwendet werden, da nach Zusatz von Laugen 
beim Ausschiitteln untrennbare Emulsionen entstehen, wihrend 
Sodachloroformemulsionen sich bald klar trennen. 

Die waBrige Flissigkeit, die nur noch die Natriumsalze von 
Bilirubin, Gallensiuren und Fettsiuren enthalt, wird nach Zusatz 
von 5 ccm 30°/,iger Kalilauge 6 Stunden zur Verseifung der ge- 
kuppelten Gallensituren am Wasserbad erwirmt. Nach Abkihlung 
wird mit 10°/,iger Salzsiiure angesiuert. Bilirubin, Gallensduren 
und Fettsiuren fallen aus; die ganze triibe Lésung wird 3 mal 
mit 20cem Ather ausgeschiittelt, wobei alle ausgefallenen Saiuren 
mit Ausnahme des Bilirubins in den Ather gehen. (Die gespaltene 
Cholsiure ist im Gegensatz zur Glykocholsiure in Ather leicht 
léslich.) Die waBrige Lésung wird schon beim ersten Ausschiitteln 
villig klar, zwischen Ather und Wasser schwimmen wenige schwarze 


Flocken von Gallenfarbstoffen. 
16* 
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Der ganze Ather wird sorgfiltig abgetrennt und in einem vor- 
her genau gewogenen SublimationsgefaB A vorsichtig eingedampft 
Das SublimationsgefaB ist ein kriftiges Jenaer Reagenzglas von 
12 cm Linge und etwa 3 cm lichter Weite mit oben zur Ver- 
stiirkung umgebogenem Rand und seitlichem Ansatzrohr fiir das 


— 
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f q Kihlwasser 
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ee 
Heizbad 





Vakuum. Da fiir das Kindampfen ein Siedestein nicht verwendet 
werden darf, empfiehlt es sich, zur Vermeidung von Siedeverzug 
und Uberschiumen des Athers, wihrend des Verdampfens mit 
einem Glasstab im Sublimationsrohr leicht am Boden zu kratzen. 
Der Glasstab wird nachher mit einigen Tropfen Ather nach- 
gespiilt. Nach dem Trocknen und Abkiihlen wird das Sublimations- 
rohr, in dem die Gallen- und Fettsiuren als glasartiges oder 
teilweise krystallines Ol fest am Boden und den Winden sitzen, 
zweimal zur Entfernung etwa mitgegangener anorganischer Salze 
mit 5 ccm destilliertem Wasser vorsichtig ausgewaschen; das Gallen- 
fettsiuregemisch bleibt fest an der Wand haften. Dann wird das 
Rohr mit einem Gummistopfen verschlossen und im kochenden 
Wasserbad im Vakuum der Wasserstrahlpumpe getrocknet. Nach 
10 Minuten wird abgenommen, abgekiihlt und genau gewogen. Die 
Differenz der Leerwigung ergibt das Gewicht der Gallen- und 
Fettsiuren. 

In das Sublimationsrohr wird, -wie die Abbildung zeigt, ein 
wassergekiihltes Glasrohr B mit Gummistopfen so eingesetzt, dai 
das spitze untere Ende etwa 3 cm iiber dem Boden des Subli- 
mationsrohres steht. Das innere wassergekihlte Glasrohr darf 
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das iuBere SublimationsgeféB nicht beriihren. Dann wird an eine 
Hochvakuumpumpe angeschlossen und bei héchstens 0,2 mm Hg 
das ganze SublimationsgefaB mit dem Wasserkiihlrohr in ein 
Metall- oder Olbad von 110° gebracht. Das untere Ende des 
wassergekiihlten Rohres mu mindestens 1 cm unter das Niveau 
des Heizbades reichen. Man steigert die Temperatur langsam auf 
150° und laBt sie 3 Stunden so. Die sublimierten Fettsiuren 
schlagen sich als weiBe Krystalle oder farblose Oltrépfchen am 
inneren gekiihlten Glasrohr nieder. Nach 3 Stunden zieht man, 
ohne das Heizbad abzukiihlen, das ganze SublimationsgefaB heraus, 
laBt erkalten, zieht das innere wassergekiihlte Rohr vorsichtig aus 
dem SublimationsgefiB und spilt mit wenig Ather die sublimierten 
Fettsiiuren in ein gewogenes Schilchen. Die Fettsiuren erstarren 
nach dem Abdunsten des Athers meist zu einer vollkommen weifen 
butterartigen Krystallmasse. 

Das innere abgespiilte Kihlrohr wird wieder in das Subli- 
mationsgefaB gebracht und das Ganze erneut eine Stunde bei 
160—170° im Hochvakuum erwirmt. Kondensiert sich am inneren 
Kiihlrohr nichts mehr, so ist die Trennung beendet; falls von 
neuem Fettsiuren sublimieren, (die mit dem ersten Sublimat ver- 
einigt werden,) mu8 das Abspiilen und die Erhitzung im Vakuum 
bei 170—180° nochmals wiederholt werden, bis sich beim weiteren 
Erhitzen am Kihlrohr kein Sublimat mehr kondensiert. 

Das gesamte Sublimat wird gewogen; es stellt rein weiBe 
Fettsiuregemische dar. Man kann ohne weiteres Aciditiét und 
Jodzahl titrieren. Das Sublimationsrohr wird nach peinlichster 
fiuBerer Reinigung von Resten der Heizbadfliissigkeit ebenfalls 
gewogen; aus der Differenz des Leergewichtes und des Rohres + 
Gallensiuren erhilt man das Gewicht der Gallensiuren. 

Zur Kontrolle kann man die im Sublimationsgefa8 vorhandenen 
Gallensiuren zur Lisung innermolekularer Esterbindung 5 Stunden 
mit 5°/ iger alkoholischer Kalilauge kochen, ansiuern und die 
Gallensiuren colorimetrisch nach Pettenkofer bestimmen. Zu 
beachten ist dabei, daB Gallensiurebestimmung nach Pettenkofer 
nach der von uns angewendeten sehr zuverlissigen Abanderung 
nach Gregory und Paskoe nur die Werte der Cholsaure angibt, 
wihrend wir das Gewicht der gesamten Gallensiure, also auch 
der Desoxycholsaure, erfassen. Bei geniigender Genauigkeit labt 
sich also aus der Differenz unserer gravimetrischen Methode und 
der colorimetrischen die Menge der Desoxycholsiiure berechnen; 
Wir méchten allerdings darauf, wie auf jede Differenzmethode, 
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nicht zu viel bauen. 


Fritz Breusch, Neue Methode der Gallenanalyse. 


Ob die auf 180° erwirmten Gallensiiuren 


noch zur polarimetrischen Bestimmung nach Thannhauser und 
Jenke brauchbar sind, haben wir nicht untersucht. 

Kinige Beispiele von kiinstlichen und menschlichen Gallen 
erliutern die Brauchbarkeit der Methode. 


Menschliche Gallen. 


gefunden: mg in 100 cem. 























Gallensduren Fettsiuren 
Cholesterin n. Gregory-Paskoe | n. Sublimations- | n. Sublimations- 
; colorimetrisch | methode methode 
31 831 890 44 
12 912 940 121 
28 491 515 96 
9 416 445 101 





Kiinstliche Gallen. 





Eingewogen: 845 mg Cholsiiure, 110 mg Desoxycholsiure, 165 mg Fett- 
siiure, 10 mg Bilirubin, gelést in 100 ccm '/,, n-Natronlauge, davon jeweils 


10 ccm analysiert. 


Gefunden: gr in 100 cem. 




















Gallensiuren Fettsiuren 
nach Gregory-Paskoe nach Sublimations- nach Sublimations- 
colorimetrisch methode methode 
0,82 0,918 0,158 
0,815 0,934 0,149 
0,828 0,912 0,161 














Danach ist die Fehlergrenze unserer Methode fiir die Gallen- 
siure bei genauer Einhaltung der Vorschrift etwa 3—4°/,, fiir 
die Fettsiuren wegen der unvermeidlichen Verluste im Hoch- 
vakuum etwa 6°/,. Die Methode arbeitet am besten bei Gallen- 
siiuremengen von etwa 50—200 mg, bei gréBeren Mengen und 
Fettsiuremengen iiber 60 mg ist die Sublimation nicht mehr ganz 
quantitativ, da die Schichtdicke im Sublimationsrohr zu groB wird. 


Diese Arbeit wurde teilweise gemeinsam mit Herrn Schoen- 
heimer, jetzt New York, ausgefiihrt. 


Literatur. 
1. Thannhauser u. Jenke, Arch. f. exper. Path. 130, 280 (1928). 
2. Gregory u. Paskoe, J. of biol. Chem. 83, 35 (1929). 
3. Wieland u. Sorge, Diese Z. 97, 1 (1916). 
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Diacetyl und Methyl-acetyl-carbinol 
(oder ihre kochunbestindigen Vorstufen) im Blut. 
Von 
Hans SchmalfuB. 
(Mitbearbeitet von Wilhelma Hinsch und Helene SchmalfuB.) 





(Aus dem Chemischen Staatsinstitut Hamburg, Universitit.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 1. August 1934.) 


Wir zeigten, daB sich Diacetyl aus zuckerartigen Stoffen in 
der Hitze bildet!). Daher enthalten auch gebrannter Kaffee, 
Kakaopulver, Bier und Tabakrauch Diacetyl®*). Es ist am Dutt 
der genannten GenuBmittel beteiligt. Auffallig ist, dab der 
Mensch unbewuBbt in den genannten Belebungsmitteln als einen 
wesentlichen duftenden Stoff das fliichtige Diacetyl durch be- 
sondere Ma8Snahmen erhalt oder unmittelbar vor dem Genud 
erzeugt*). Das liBt eine Bedeutung fiir den Stoffwechsel vermuten. 
Neben dem Diacetyl liBt sich meist auch das verwandte wasser- 
stofireichere Methyl-acetyl-carbinol nachweisen. 

Dasselbe, was Hitze vermag, leisten auch geeignete Be- 
schleuniger, wie sie z. B. in Milchsiurebildnern vorkommen'). Als 
Stoffwechselerzeugnis solcher Milchsiurebildner wirkt das Diacetyl 
zugleich als Butterduftstoff?**), Auch im Honig?*) ist Diacetyl 
als Stoffwechselerzeugnis enthalten. 

Bedeutungsvoll ist, daB sich Diacetyl und Methyl-acetyl- 
carbinol in frischer gesunder Milch*) nachweisen lassen, ebenso 
in Harn’). Dieser zwiefache Befund fiihrte zu der Fragestellung: 
Sind Diacetyl und Methyl-acetyl-carbinol schon im Blut vorhanden 
und brauchen nur an Brustdriise und Niere abgegeben zu werden, 
oder fehlen sie im Blut und miissen in den Driisen neu ge- 
bildet werden? Auch kénnte die Héhe des Diacetyl- und Methyl- 
acetyl-carbinol-Spiegels im Blut fiir die Heilkunde Bedeutung ge- 
winnen. Wir untersuchten daher das Blut auf Diacetyl und 
Methyl-acetyl-carbinol. 

ErfahrungsgemiB lassen sich Spuren Diacetyl nur durch Uber- 
treiben in der Wirme, nicht in der Kialte, gewinnen. Das gilt 
schon fiir rein waBrige Liésungen kiinstlichen Diacetyls. Da im 
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Blut vom umsetzungsfahigen Diacetyl nur Spuren zu erwarten 
standen, so war der gegebene Weg, das Diacetyl durch Ubertreiben 
in der Warme nachzuweisen, um so mehr, als Glykose in waBriger 
Lésung mit oder ohne Eisen(III)-chlorid gekocht kein Diacety] 
entstehen l4Bt und der Nachweis in der Kilte mit wenigen Litern 
Blut nicht gelang. 

Nun gibt Blut aber beim Erwirmen leicht Schwefelwasser- 
stoff ab. Dieser Schwefelwasserstoff stért den Nachweis des Di- 
acetyls als Nickeldioximin®’), Wir beseitigten die Stérung, indem 
wir entweder den Schwefelwasserstoff schon im Blut durch Bleiacetat 
abfingen oder den Abtrieb mit Kupfersulfat vorbehandelten. Nach 
Zusatz von 0,1 ccm bei 18° gesittigter Kupfersulfatlésung konnten 
wir Diacetyl noch in 1 ccm einer 0,003°/, igen Lésung in Schwefel- 
wasserstoffi—Wasser nachweisen. 

Auf diese Weise gelang es uns, Diacetyl und Methyl-acety]- 
carbinol in Rinderblut nachzuweisen. Wir gewannen das Blut 
unmittelbar beim Schlachten®). 10—30 Minuten spiter wurde es 
untersucht. 


Arbeitsvorschrift. 
A. Priifung auf Diacetyl 
durch Anreichern und Fallen als Nickeldioximin. 


Zuvor zeigten wir im Gegenversuch mit Wasser und mit den 
spiter verwendeten Mengen Kochsalz, Bleiacetat und Eisenchlorid, 
daB der Versuchsraum, die verwendeten Vorrichtungen und Stoffe 
frei von Diacetyl und Methyl-acetyl-carbinol waren. Andererseits 
stellten wir in einem entlegenen Raum Brauchbarkeit und Emp- 
findlichkeit der Nachweislésungen fest. 

Im 5 Liter-Kolben erhitzten wir jeweils 21/, Liter Blut, ver- 
rihrt mit einer Lésung von 50 g Bleiacetat}*) in 300 ccm Wasser, 
im Glycerinbad von 150° allmahlich zum Sieden. Vor dem Er- 
hitzen hatten wir die Luft durch Kohlendioxyd verdringt}), Die 
Dampfe strichen durch eine Spritzfalle in einen absteigenden 
Kihler. Auftretenden Schaum vernichteten wir, soweit méglich, 
durch ein Kaltluftgebliise, das wir von auBen gegen den oberen 
Teil des Kolbens richteten. 

Je 100 ccm des Abtriebs sittigten wir mit 35 g Kochsalz 
und verarbeiteten die Lésungen im Kohlendioxydstrom, wie oben 
beschrieben, nur in kleinerem Gerit. In den jeweils ersten sechs 
einzeln aufgefangenen Kubikzentimetern fiel das Diacetyl als rotes 
Nickeldioximin °), 
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B. Prifung auf Methyl-acetyl-carbinol 
durch Uberfiihren in Diacetyl, 
Anreichern und Fallen als Nickeldioximin. 


Sobald weiterer Abtrieb, ebenso behandelt, sich als diacetylfrei 
erwies, unterbrachen wir den Kohlendioxydstrom, kihlten den 
Kolbeninhalt und verriihrten ihn mit 300 ccm 10°/,iger Kisen- 
(I11)-chloridlésung. Nun trieben wir wiederum 100 ccm, wie be- 
schrieben, ab usw. In den schlieBlich erhaltenen einzeln auf- 
gefangenen Kubikzentimetern lieS sich Diacetyl aus Methyl-acetyl- 
carbinol nachweisen. 


Untersuchung der Nickeldioximine. 


Wir filterten die verschiedenen Nickeldioximine ab, zersetzten 
sie in die Dioxime und bestimmten die Schmelzpunkte und Misch- 
schmelzpunkte mit kiinstlichem Diacetyl-dioxim}%). Die erhaltenen 
Mengen betrugen meist nur wenige 7. Fir entsprechende Mengen 
kiinstlichen Diacetyl-dioxims betrug die gréBte Abweichung bei 
drei gleichzeitig beobachteten Schmelzpunktsréhrchen 8°. Im Hin- 
blick auf die kleinen vorhandenen Mengen und die wesentlich 
tieferen Schmelzpunkte der nichsten Homologen fallt die Ab- 
weichung nicht ins Gewicht. 


Berichtigter Schmelzpunkt des Diacetyl-dioxims 
aus dem Diacetyl des Rinderbluts und Mischschmelzpunkt 
mit kiinstlichem Diacetyl-dioxim. 
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Berichtigter Schmelzpunkt des Diacetyl-dioxims 
aus dem Methyl-acetyl-carbinol des Rinderbluts 
und Mischschmelzpunkt mit kinstlichem Diacetyl-dioxim. 
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Auch aus Hammelblut erhielten wir rotes Nickeldioximin. 
Fraulein L. Robinson und Friulein Dr. H. Ruschmann 
danken wir fiir ihre Hilfeleistung. 


SRN are RR meat 
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Zusammenfassung. 
In frischem aufgekochtem Rinderblut stellten wir Diacety] 


und Methyl-acetyl-carbinol (oder deren kochunbestandige Vorstufen) 
fest!5). Auch aus Hammelblut erhielten wir rotes Nickelsalz. 


10. 
11. 


12. 


13. 


Anmerkungen. 


H. Schmalfu8 u. H. Barthmeyer, Ber. chem. Ges. 60, 1035—1036 
(1927). 

Dieselben, Biochem. Z. 216, 330—335 (1929). 

Dieselben mit H. Schaake, Z. Unters. Lebensmitt. 63, 283—288 (1932). 
Biochem. Z. 216, 332 (1929). 

H. Schmalfu8 u. H. Barthmeyer, Diese Z. 176, 282—288 (1928). 
Dieselben, Margarine Industrie 25, 278—288 (1932). 


. Diese Z. 188, 279—280 (1930). 
. L. Tschugaeff, Z. anorg. u. allg. Chem. 46, 144 ff. (1905); Diese Z. 


200, 171 (1931). 


. Der Verwaltung des Hamburgischen Schlachthofs danken wir fiir ihre 


Unterstiitzung. 

D. A. B. VI. Es stérte den Nachweis nicht. 

Aus einer luftfreien Kipp-Preglschen Vorrichtung (F. Pregl, Die 
quantitative chemische Mikroanalyse, 3. Aufl. §. 98, J. Springer, Berlin) 
2 Blasen in der Sekunde. Wir wuschen das Kohlendioxyd mit Kupfer- 
chloriir-Salzsiure sauerstofffrei, dann mit Natriumbicarbonatlésung chlor- 
wasserstofffrei und lieBen es durch das Blut streichen. 

H. SchmalfuB u.H. Barthmeyer mit H. Schaake, Mikrochem. 11, 
6—16 (1932). 

Auf 2,3-Dioxybutan zu priifen, behalten wir uns vor. 
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Beitrage zur biochemischen Mikromethodik. 
IV. Nephelometrische Mikrobestimmung von Pepsin. 


Von 


B. J. Krijgsman. 





(Aus dem Zoologischen Laboratorium des Tierdrztlichen Instituts zu Buitenzorg, Java.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 3. August 1934.) 








Mit dem Fortschreiten der Enzymforschung entstand das 
Bediirfnis, Spaltungsversuche an sehr kleinen Substrat- und 
Enzymmengen ausfiihren zu kénnen. Die groBen Verluste bei 
der Reinigung von Rohextrakten sowie die geringe Enzymaus- 
beute bei kleinen Objekten (Pflanzenteilen, wirbellosen Tieren) 
stellten uns die Aufgabe, Mikroverfahren ausfindig zu machen, 
welche auBerdem auch eine Ersparnis an kostspieligen Reagentien 
erlauben. Es ist daher zu begriiBen, dab Grassmann und 
Heyde*), sowie Linderstrém-Lang und Holter!) titri- 
metrische Methoden ausarbeiteten, welche eine quantitative Be- 
stimmung der Proteasewirkung in sehr kleinen Substratmengen 
gestatten [vergleiche auch die gasvolumetrische Mikromethode 
nach v.Slyke?})]. 

Die titrimetrische Bestimmung von proteolytischen Spalt- 
produkten ist besonders wertvoll bei Benutzung von gereinigten 
Knzymlésungen. Man ist jedoch oft, z.B. wenn eine geringe 
Ausbeute keine weitere Reinigung zuliBt, gezwungen mit Rob- 
extrakten zu arbeiten. Enthalten diese Rohextrakte neben Pro- 
teinasen auch Peptidasen, so kann, da man dann oft nur eine 
Resultante von Proteinase- und Peptidasewirkung bestimmt, die 
erwihnte Methodik zu Fehlern AnlaB geben. Bekannt sind die 
Widerspriiche, entstanden bei der Untersuchung der Milzproteasen 
(z. B. Hedin’), Waldschmidt-Leitz und Deutsch) wu. a). 
Weiter erinnere ich an die Arbeit von Willstitter, Bamann 
und Rohdewald”), die das Optimum der tryptischen Spaltung 
durch Leukocytenextrakte wegen Anwesenheit einer Peptidase 
nicht feststellen konnten. Ein weiterer Nachteil der Spaltprodukt- 
bestimmung ist, daB bei Verwendung von Rohextrakten auch die 
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Spaltung der Extraktproteine mit bestimmt wird. Daher ist es 
von groBem Wert, die Mikroverfahren nicht auf die Bestimmung 
der Spaltprodukte zu beschrinken, sondern sie auf die Messung 
der Abnahme der Substratmenge auszudehnen. 

Als Grundlage solcher Mikromethodik wiahlte ich die schéne 
nephelometrische Methode, welche von Rona und Klein- 
mann ?}* 16 16.17.1819) gingefiihrt und von Stern? ?% 24) weiter 
ausgebaut wurde. Dieses Verfahren beruht bekanntlich darauf, 
daB das SubstrateiweiB unter bestimmten Bedingungen mit Sulfo- 
salicylsiure oder Chinidin eine stabile feinflockige Triibung 
bildet, deren Stiirke dem Eiweifgehalt der Lésung direkt pro- 
portional ist. Einer der gréSten Vorteile dieser sehr empfind- 
lichen Methode ist wohl die Trennung von Trypsin- und Erepsin- 
wirkung in Enzymgemischen (z. B. Kleinmann und Werr’%, 
Stern*’) und Stern und Stern*‘). AufSerdem kann man durch 
Anwendung der fiir Casein spezifischen Triibung mit Chinidin 
eine Caseinspaltung in EiweiSgemischen unter AusschluB aller 
anderen vorhandenen Proteine einwandfrei verfolgen [z. B. Klein- 
mann und Scharr’), 

Die mit der nephelometrischen Methode bei der Pepsin- 
bestimmung erzielten Ergebnisse befriedigen sehr (vgl. auch 
Delhougne?) und Petersen’’) und es ist erstaunlich, daB sich 
dieses Verfahren trotzdem noch so wenig eingebiirgert hat. Man 
kann sich fragen, ob die Bestimmung der Substratabnahme neben 
den genannten Vorteilen auch Nachteile aufweist, d.h. ob sie 
methodisch gleichwertig mit der Bestimmung der Spaltprodukte 
ist. Rona, Kleinmann und Dressler?) stellten niamlich bei 
Casein- und Gelatinespaltung durch Pepsin fest, daB bei gleich- 
zeitiger Anwendung von nephelometrischer EiweiBbestimmung und 
titrimetrischer Messung der Spaltprodukte keine Proportionalitit 
zwischen EiweiBabnahme und Zunahme der Spaltprodukte besteht. 
Dies ist darauf zuriickzufiihren, daf die nephelometrische Methode 
(bei der nur intaktes EiweiB getriibt wird) die EKiweiBdesaggre- 
gation und die titrimetrische Methode den weiteren chemischen 
Abbau (also das Freiwerden von Carboxyl- und Aminogruppen) 
anzeigt. Wenn daher Desaggregation und weiterer Abbau, wie 
das bei der Spaltung durch Pepsin offenbar der Fall ist, kinetisch 
verschieden sind, bekommt man verschiedenartige Resultate. 

Das spricht jedoch nicht gegen die Anwendbarkeit der 
nephelometrischen Methodik. Man kennt niamlich keine Pro- 
teinasen, welche nur desaggregierend wirken; Desaggregation und 
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weiterer chemischer Abbau sind immer verkuppelte Teilvorginge 
ein und desselben proteolytischen Prozesses. Bestimmung der 
Substratabnahme und Bestimmung der Spaltproduktzunahme sind 
also prinzipiell vollkommen gleichwertig und es wird nur von der 
Fragestellung abhiingen, ob man diese, jene oder beide Methoden 
zusammen anwendet. 

Im Pulfrichphotometer besitzen wir nun einen Apparat, 
welcher es erméglicht, die nephelometrische Methode dermafen 
zu verfeinern, daB mit sehr geringem Materialaufwand Spuren 
yon Enzymen in ihrer Wirkung quantitativ verfolgt werden 
kénnen. Die Mikromethodik, welche ich mit Hilfe dieses Appa- 
rates zur Untersuchung von Protozoenenzymen ausarbeitete, gab 
so befriedigende Resultate, daB es mir der Mihe wert erscheint, 
dieselbe zu verdéffentlichen”*). 


Allgemeine Versuchsbedingungen. 

Die Autoren, welche bis jetzt das nephelometrische Verfahren 
zur Pepsinbestimmung anwandten (Ege, Rona und Kleinmann, 
Stern, Petersen und Delhougne), arbeiteten mit relativ groBen 
Enzymmengen und die Spaltung wurde deshalb in Zeitabstiinden 
von 10—30 Minuten verfolgt. Bei der Untersuchung von kleinen 
Enzymmengen in geringen Konzentrationen ist es jedoch angebracht, 
créBere Zeitabstinde zu wihlen. Dabei entsteht auferdem der 
Vorteil, daB man die erste Probe (zur Feststellung der Anfangs- 
triibung) nicht vor der Zufiigung des Enzymes zu nehmen braucht, 
sondern sie sofort danach abnehmen kann**). Dies ist deshalb 
wertvoll, weil man dann in der ersten Probe auch den Gehalt 
an ExtrakteiweiB mitbestimmt (d. h. wenn man mit Sulfosalicyl- 
siure arbeitet, mit Chinidin triibt sich das ExtrakteiweiB nicht 
und kann daher vernachlissigt werden). Zwar gestattet nach 
Kleinmann und Stern®") die Empfindlichkeit der nephelo- 
metrischen Methode eine so groBe Verdiinnung der Enzymlésung, 
da8 ExtrakteiweiBe keine Rolle spielen, bei Benutzung des Stufen- 
photometers, das noch Spuren von Proteinen nachweist, stimmt 
das aber nicht ganz. Nimmt man also die erste Probe vor Zu- 
fiigung der Enzymlésung, so zeigt diese in Beziehung zu den 
weiteren Proben, welche nach Extraktzufiigung genommen werden, 


*) Teil I, II und III dieser Serie siehe Krijgsman’) und Krijgs- 
man ue. Bouman?, 

**) Bei geniigend schwacher Enzymkonzentration wird ja in den 
wenigen Sekunden vor der ersten Probeentnahme keine wahrnehmbare 
Menge Eiwei8 gespalten. 
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eine zu niedrige Triibungszahl. Dieser Umstand kann, besonders 
wenn man mit eiweiBreichen Organextrakten arbeitet, zu falschen 
Ergebnissen leiten. 

Bei Ausdehnung der Versuche auf lingere Zeit mu8 man, 
wenn kleine Fliissigkeitsmengen benutzt werden, mit der Ver- 
dampfung rechnen. Um diese Fehlerquelle zu vermeiden, habe 
ich abgeschnittene Reagenzréhrchen als Versuchsglaschen verwendet. 
Reagenzréhrchen verschiedener Gréfe wurden zu diesem Zweck 
quer durchgeschnitten, so daB Gefibe von 2—3 cm Hohe und 
0,7—1 cm Durchmesser entstanden. Fiir die Versuche wihlt 
man daraus solche Glischen, daB der Spaltansatz sie halb fiillt 
und verschlieBt sie mit einem Gummipfropfen. Beim EKinpipettieren 
und Abnehmen der Fliissigkeiten sind die Glaschen méglichst 
kurz offen zu halten. Wahrend der Versuche verbleiben sie unter 
Wasser im Thermostat. Man achte darauf, daB die Fliissigkeit 
nicht mit dem Pfropfen in Beriihrung kommt und nicht zwischen 
Pfropfen und Glas kapillar eingesaugt wird. Auch die Proben 
werden in derartigen kleinen Probeglischen, welche gleichfalls 
moglichst stets verschlossen bleiben, verarbeitet. 

Ein weiterer Nachteil der langen Versuchsdauer, die Ent- 
wicklung von Mikroorganismen, kann durch Toluolzusatz auf- 
gehoben werden. Jedoch ist es nicht empfehlenswert, beim Arbeiten 
mit kleinen Fliissigkeitsmengen das Toluol direkt in den Spalt- 
ansatz zu bringen, weil man dann beim Abnehmen der Proben 
manchmal einen relativ groBen Tropfen Toluol mit in die Mikro- 
pipette saugt, wodurch Fehler entstehen. Ich habe daher unten 
in den Gummipfropfen Aushéhlungen angebracht, in die mit 
Toluol getrinkte Wattebausche geklemmt wurden. Die so er- 
zielte Sittigung des Luftraumes oberhalb der Versuchslésung mit 
Toluoldampf reichte in der gegebenen Anordnung vollstindig aus, 
um die Entwicklung von Mikroorganismen zu verhindern. 

Die am Anfang und Ende der Versuche auszufiihrenden 
p,-Bestimmungen erfordern, wenn man mit der Lehmann-Mikro- 
elektrode arbeitet, jedesmal nicht mehr als einen Tropfen Fliissigkeit. 
Es ist unbedingt notwendig, durch Vorversuche festzustellen, ob die 
gewiinschte Wasserstoffionenkonzentration tatsichlich vorhanden ist. 

Als Mikropipetten benutzte ich die bei der morphologischen 
Blutuntersuchung iiblichen Mikroblutpipetten, welche noch eine 
Abmessung von 0,0005 ccm erlauben. Selbstverstiindlich sind 
alle Glasgeriite, besonders die zur Triibungsmessung benutzten 
Plankiivetten, nach jedem Gebrauch griindlich zu reinigen. 
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Weiter muB man darauf achten, daB nicht zu stark gepuf- 
fert wird, da Salze in stirkeren Konzentrationen die Stabilitit 
der EiweiBtriibung beeinflussen. 

Die erhaltenen relativen Triibungszahlen kann man, um die 
Versuchsresultate miteinander zu vergleichen, auf absolute Trii- 
bungen umrechnen*). Die gespaltene EKiweiBmenge laBt sich zu 
Prozenten der anfinglichen EiweiSmenge umrechnen, wenn man 
die absolute Triibungszahl der ersten Probe gleich 100°/, Hiweib 
stellt. Kontrollversuche sind mit dem Enzymliésungsmittel oder 
aufgekochtem Enzym auszufihren. 

Im folgenden gebe ich die Versuchsanordnungen wieder, 
welche sich beim Ausprobieren der Mikromethodik mit Pepsin 
Merck als Enzym und Serum, Edestin sowie Casein als Substrat 
als die geeignetsten herausstellten. 


Pepsin-Serumsubstrat. 


Rona und Kleinmann”) arbeiteten mit 67 ccm Totalfliissigkeit, in 
der 0,77 ccm Menschenserum und 0,006°/, Pepsin Griibler (4 mg pro 67 ccm) 
enthalten waren. Die Proben von 5 ccm enthielten maximal 0,057 cem Serum. 

Das Prinzip dieses Verfahrens konnte ich bei der Mikroausfiihrung bei- 
behalten, nur muBten Enzym- und Substratmengen sowie die Versuchszeiten 
entsprechend modifiziert werden. 


Benotigte Reagentien: 


Pepsin Merck, geldst in 0,2°/, Salzsiure und zwar in solchen Kon- 
zentrationen, daB 0,05 cem der salzsauren Lésung 5 y, 0,5 y oder 0,1 y 
Pepsin enthilt. 

Pferdeserum, steril gewonnen, mdglichst frisch, verdiinnt mit 
25 Teilen physiologischer Kochsalzlésung. 

Sulfosalicylsdiure Merck, 20°/,ige waBrige Lésung. 

Salzsiure, 25°/,ig, 0,2°/,ig und Normallésung. 

Natronlauge, 0,1 normal. 


Ausfihrung: 


Man mischt 1,5 eem verdiinntes Serum mit 0,6 cem n-HCl und 3,75 eem 
physiologischem NaCl. Von dieser Mischung gibt man je 1,95 ccm in zwei 
passende Versuchsglischen (numeriert I und II). Darauf fiigt man in I 
0,05 cem Pepsinlésung von der gewiinschten Konzentration und in II 
0,05cem 0,2°/,ige HCl zu (I1= Kontrolle). py =1,59. Nach kurzem Umschiitteln 
pipettiert man aus jedem Versuchsglischen 0,25 ccm Fliissigkeit in Probe- 
glischen, welche bereits 0,25 cem 0,1 n-NaOH enthalten**). Die Versuchs- 
glischen werden darauf (nach Anbringen der Toluolwattebausche) bei 40° 
in den Thermostat gestellt. In den Probeglischen fiigt man 0,25 ccm 





*) Fiir diese Berechnungen vgl. Zei8 Druckschrift Me8 430 g oder 430 1, 
**) Zum Sistieren der Pepsinwirkung. 
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25°/,ige HC] und 0,4 ccm Sulfosalicylsiure zu, darauf vorsichtig umschiit- 
teln. Die entstehende Triibung ist innerhalb 3 Minuten maximal und bleibt 
dann etwa eine halbe Stunde konstant. Man fiillt daher 3 Minuten nach 
der Sulfosalicylsiurezufiigung eine Plankiivette von 2,5 mm Schichtdicke 


(Inhalt 1 cem) mit der triiben Fliissigkeit und nephelometriert nach Vor- 1 


schaltung von Filter L, und Vergleichshelligkeit 2*) (6 Ablesungen)**). 


Nach bestimmten Zeiten entnimmt man den Versuchsglischen wiederum | 


Proben von 0,25 ccm, bringt diese in Probeglischen mit NaOH und be- 
arbeitet sie auf gleiche Weise. Die Behandlung einer Probe dauert durch- 
schnittlich 8 Minuten. 


Resultate: 

Kinige Beispiele der mit dieser Mikromethode erhaltenen 
Ergebnisse sind in der Tab. I untergebracht, in der die absoluten 
Triibungen und die daraus berechneten Prozente des gespaltenen 
EiweiBes eingetragen sind. Die mit Fragezeichen versehenen 
Zahlen liegen innerhalb der Fehlergrenze. 


Tabelle IL. 
Pepsin-Serumsubstrat. 0,02 cem Serum und verschiedene Mengen Pepsin 
in 2 cem Totalfliissigkeit. 
Kontrollversuch ohne Pepsin. Temp. 40°, py = 1,59. 








Zeit 5 y Pepsin irik, 5y — | : 
/P | Kon- Abs. | ° Kon- 
| 





























» | Abs. | %, | Kon- | Abs. | ’ 
Stdn.| Triib. |Spalt.| trolle | Triib. ‘Spalt., trolle | Trib. |Spalt.| trolle 
| | 
0 | 0,165 0 | 0,175 | 0,180 | 0 | 0,185 | 0,185 0 | 0,187 
1 | 0,069 | 58 | 0,172 | 0,108 | 53 | 0,188 | 0,176 5 | 0,185 
2 | 0,064 | 61 | 0,178 | 0,086 | 62 | 0,181 | 0,166 | 11 | 0,186 
24 | 0,020 | 88 | 0,169 | 0,021 | 88 | 0,184 | 0,087 | 53 | 0,189 
47 | 0,017 | 90 | 0,174 | 0,023 | 87 | 0,186 | 0,068 | 63 | 0,188 
71 | 0,018 | 89 | 0,170 | 0,021 | 88 | 0,181 | 0,051 | 72 | 0,184 




















Zeit | 0,5 y Pepsin Abs. 0,1 y Pepsin __Abs. 0,1 y Pepsin | Abs. 


in | Abs. | % | Kon- | Abs. | %/, | Kon- | Abs. | %/, | Kon- 
Stdn.} Triib. |Spalt.) trolle | Triib. |Spalt.| trolle | Triib. Spalt.) trolle 











0 | 0,198 | 0,200 | 0 | 0,196 
4? | 0,201 | 0,194 | 32) 0,201 
? | 0,195 | 0,197 | 1? | 0,198 


0 | 0,201 | 0 | 0,195 | 0,204 
i | 0,193 | 4?! 0,198 | 0,196 

21 0,190 | 6 | 0,196 | 0,198 
24 | 0,086 | 57 | 0,194 | 0,140 
47 | 0,070 | 65 | 0,199 | 0,105 
71 | 0,048 | 76 | 0,196 | 0,092 


3 
32 0,197 0,129 | 35 0,202 
49 0,201 0,100 | 50 0,200 
60 0,196 | 0,87 56 0,198 


























*) Man wihle im allgemeinen eine solche Vergleichshelligkeit, dai 
die relative Triibungszahl der ersten Probe in der Nihe von 1000 liegt. 

**) Zur Handhabung des Photometers fiir Triibungsmessungen veg. 
Zeiss Druckschrift 430 g und 430 1. 
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Aus dieser Tabelle ist ersichtlich, daB 5 y Pepsin (entspre- 
chend einer Konzentration von 0,00025°/, im Spaltansatz) inner- 
halb einer Stunde schon mehr als die Hilfte des SubstrateiweiBes 
spaltet. Daher ist es méglich, daB vor der ersten Probeentnahme 
bereits eine wahrnehmbare Menge Eiwei8 gespalten war. Die 
absolute Triibung der ersten Probe liegt also im Vergleich mit 
der Triibung des dazugehérenden Kontrollversuches etwas zu 
niedrig. Kine Pepsinkonzentration von 0,00025°/, ist demnach 
in der gegebenen Versuchsanordnung noch zu gro8, um eine 
quantitative Untersuchung der Spaltung einwandfrei zu gestatten. 

Bei Benutzung von 0,5 y (=0,000025°/,) und 0,1 7 (=0,000005°/,) 
Pepsin fallt diese UnregelmiBigkeit fort. Die Tabelle zeigt, wie 
sogar O,1 y Pepsin innerhalb 71 Stunden in seiner spaltenden 
Wirkung zu verfolgen ist. Da die Reaktion bis zu etwa 40°/, 
Spaltung geradlinig verliuft (vgl. auch Rona und Kleinmann, 
Stern usw.), so mu die Wirkung von 0,1 y Pepsin in dieser Ver- 
suchsanordnung (mit einem Fehler von 5°/,) schon nach etwa 
5 Stunden nachweisbar sein. Versuche mit geringeren Pepsinkon- 
zentrationen habe ich nicht angestellt. 

In 2 ccm Spaltansatz sind 0,02 ccm Serum enthalten. Stellen 
wir das spezifische Gewicht des Serums auf 1,03 und dessen 
KiweiBgehalt auf 7°/,, so befindet sich im Spaltansatz 1,44 mg 
Kiwei8 in einer Konzentration von 0,072°/,. Die erste Kntnahme 
enthilt also 0,18 mg Eiweif. Aus den Kontrolltriibungen der Tab. 1 
ist zu berechnen, daB ein Unterschied in absoluter Triibung von 
0,01 einwandfrei festgestellt werden kann. Da die Kontrolltrii- 
bung, verursacht durch 0,18 mg Eiweif, rund 0,200 betriagt, so 
sind etwa 9 y Serumeiwei8 noch meBbar. 

Zusammenfassend kann man sagen, daB die ausgearbeitete 
Mikromethodik zu sehr befriedigenden Ergebnissen fihrt und 
eine bedeutende Verfeinerung der Versuchsanordnung von Rona 
und Kleinmann darstellt. Die gute Reproduzierbarkeit der 
Resultate geht aus den in der Tab. I angefiihrten Parallelver- 
suchen hervor. Es bleibt jedoch der Einwand bestehen, daB Serum 
kein einheitliches Substrat darstellt. Ich habe daher die Mikro- 
methodik auch auf andere Substrate ausgedehnt. 


Pepsin-Edestinsubstrat. 


Ege'*) arbeitete mit einer Edestinkonzentration von rund 0,18 °/, (20 mg 
in 11 eem Fliissigkeit) und mit einer Pepsinkonzentration (Armourpepsin) 
von 0,00045°/, (50 y pro 11 ccm). Die mit NaCl und Ammonsulfat er- 
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zielten Triibungen stabilisierte er mit Gummi arabicum. Bei 40° und 
Pp = 1,5 war in dieser Anordnung nach 30 Minuten schon eine deutliche 
Spaltung nachzuweisen. 

Stern*’) arbeitete mit einer Edestinkonzentration von 0,04°/, (0,016 ¢ 
Edestin in 40 cem Fliissigkeit). Jede Entnahme enthielt 0,002 g Edestin, 
Der Fehler dieser Methode war 5—1i0°/,, er konnte also die Spaltung von 


0,1 mg Edestin festzustellen. 

Petersen"), der das Stufenphotometer benutzte, arbeitete mit einer 
Edestinkonzentration von 0,04°/, (4 mg in 10 ccm Spaltansatz), jede. Probe 
von 5cem enthielt also 2 mg Edestin. Bei einer Pepsinkonzentration von 
0,005°/, (500 y Pepsin-Witte) konnte er bei 38° innerhalb 30 Minuten eine 
deutliche Spaltung nachweisen. 

Fiir die Mikroanordnung habe ich die Methode von Stern etwas ab- 


geandert. 
Benotigte Reagentien. 


Pepsin-Merck, gelést in 0,2°/,iger HCl. Konzentrationen von |, 


0,1 und 0,01 7 pro 0,1 cem der salzsauren Lésung. 

Edestin-Merck. 0,5 g unter Kochen lésen in 1000 ccm 0,03 n-HC), 
filtrieren, mit Toluolzusatz im Kiihlschrank haltbar. 

Veronalpuffer, 9,714 g Natriumacetat + 14,714 g Veronalnatrium 
lésen in CO,-freiem destillierten Wasser ad. 500 ccm. 

Sulfosalicylsiure 20°. 

Salzsiure 0,2°/, und 0,1 normal. 

Natronlauge 0,1 normal”). 


Ausfiihrung. 
Man mischt 0,5 ccm Veronalpulver mit 1,8 cem 0,1 n-HCl, 2,1 ccm 
Edestinlésung und 1,3 ccm destilliertem Wasser. Von dieser Mischung gibt 


man je 1,9cem in zwei passende Versuchsglischen (numeriert I und II). | 


Darauf fiigt man in I 0,1 ccm Pepsinlésung von der gewiinschten Konzen- 
tration und in II 0,1 eem 0,2°/, ige HCl zu (II = Kontrolle). py = 2,53. Nach 
Umschiitteln pipettiert man aus jedem Versuchsglischen 0,3 cem in Probe- 
glischen, welche bereits 0,3 ccm 0,1 n-NaOH enthalten. Die Versuchsgliis- 
ehen werden darauf nach Anbringen von Toluolwatte in den Thermostat 
bei 40° gestellt. In den Probeglischen fiigt man 0,5 cem destilliertes Wasser 
sowie 0,3 cem Sulfosalicylsiure zu und mischt vorsichtig. Die auftretende 
Triibung ist nach 5 Minuten maximal und bleibt dann etwa 20 Minuten 
konstant**). 5 Minuten nach der Sulfosalicylsiurezufiigung wird also in einer 
Plankiivette von 2,5 mm Schichtdicke, mit Filter L, und Vergleichshelligkeit 2 
nephelometriert. Nach bestimmten Zeiten nimmt man wieder je eine Probe 
und verfihrt in gleicher Weise. Die Behandlung der Proben dauert rund 
10 Minuten. 

*) Stern benutzte 0,05 n-NaOQH. Damit bekam ich aber keine guten 
Resultate, da schon beim Einpipettieren der Probeentnahmen in dieser Lauge 
eine Triibung entsteht, welche bei Zufiigen von Sulfosalicylsiure grob aus- 
flockt. Benutzt man dagegen 0,1 n-NaQH, so bleibt die Triibung in der 
Lauge aus und nach Sulfosalicylsiurezufiigung entsteht eine stabile Triibung. 

**) Die Stabilitaét der Edestintriibung ist also geringer als die Stabili- 
tit der Serumtriibung. Sie geniigt jedoch vollstindig zur einwandfreien 
Triibungsmessung innerhalb der angegebenen Zeit. 
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Resultate. 


Tab. II zeigt einige der mit dieser Versuchsanordnung er- 


haltenen Resultate. 
Tabelle IL. 
Pepsin-Edestinsubstrat. 0,35 mg Edestin und verschiedene Mengen Pepsin 
in 2cem Totalfliissigkeit. 
Kontrollversuch ohne Pepsin. Temp. 40°, py = 2,53. 








Zeit | 1y Pepsin | — 0,1 y Pepsin | Foe 0,01 y Pepsin eee 
" | : 
= Abs. | % | Kon- Abs. | %, | Kon- | Abs. | ? Kon- 
stdn.} Triib. Spalt., trolle | Triib. Spalt., trolle | Triib. |Spalt. trolle 

















} } } | 

0 | 0078 | O | 0,077 | 0,077 | O | 0,079 | 0,078 | 0 | 0,078 
| | 0,072 | 8 | 0,079 | 0,075 | 3? | 0,080 | 0,078 | 0 | 0,079 
2 | 0,065 | 17 | 0,079 | 0,072 | 6 | 0,078 | 0,075 | 4? | 0,077 
23 | 0,017 | 78 | 0,076 | 0,049 | 36 | 0,079 | 0,069 | 12 | 0,077 
47 | 0,009 | 88 | 0,078 | 0,032 | 58 | 0,080 | 0,063 | 19 | 0,080 
72 | 0,007 | 91 | 0,076 | 0,024 | 69 0,080 | 0,051 | 34 | 0,079 














Im Spaltansatz sind vorhanden 1, 0,1 oder 0,01 y Pepsin, also 
Konzentrationen von 0,00005°/,, 0,000005°/, und 0,0000005°/,. 
Sogar diese letzte Konzentration verursacht, wie aus der Tabelle 
ersichtlich, innerhalb 23 Stunden noch eine wahrnehmbare Spaltung, 
welche in 72 Stunden sehr gut quantitativ zu verfolgen ist. 

Die Edestinkonzentration im Spaltansatz betrigt 0,0175°/, 
(0,35 mg in 2 com Fliissigkeit). Die erste Probe enthilt also 
0,053 mg Edestin. Nehmen wir, wie aus den Kontrolltriibungen 
der Tab. IL zu berechnen ist, eine absolute Triibung von 0,003 
als Fehlergrenze an, so sind noch 2 y Edestin meSbar. 

Vergleichen wir diese Resultate mit den Literaturangaben, 
so geht hervor, daf mit dem hier wiedergegebenen Mikroverfahren 
eine D0 mal geringere Menge Edestin bestimmbar ist als mit den 
Makromethoden von Stern oder Ege. Die iuBSerst geringe be- 
stimmbare Pepsinmenge (0,01 7) lit das Mikroverfahren als be- 
sonders geeignet erscheinen bei Vorliegen von wenig Enzym- 
material. Die Resultate waren bei meinen Versuchen sehr gut 
reproduzierbar. 

Pepsin-Caseinsubstrat. 


Rona und Kleinmann arbeiteten in der Makroanordnung mit 15 mg 
Casein im Spaltansatz, von dem in der maximal 3 mg enthaltenden Probe 
noch 0,1 mg zu messen war. Der Versuchsfehler betrug 1—2°/). Da Sulfo- 
salicylsiiure mit Casein keine stabile Triibung gibt, wurde Chinidin als 
Triibungsreagens verwendet. Die Triibungsreaktion muBte bei einem py 
von 7,6—7,8 ausgefiihrt werden, da sonst keine stabilen und vergleichbaren 
Triibungen entstehen. 

17* 
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Fiir die Mikroanordnung habe ich, unter Modifikation der Versuchs- 
bedingungen, das Prinzip von Rona und Kleinmann beibehalten. 


Benétigte Reagentien. 

Pepsin-Merck, gelést in 0,2°/, HCl. Konzentrationen von 10, 1, 
0,2 und 0,1 y Pepsin pro 0,1 ccm der salzsauren Lésung. 

Casein (Hammarsten). 5g lésen in 12 cem n-NaOH, mit destil- 
liertem Wasser zu 2000 cem anuffiillen. Nach Toluolzusatz im Kihlschrank 
haltbar. Vor jedem Gebrauch durch quantitative Filter filtrieren. 

Pufferlésung. 27 cem 0,02 n-NaOH + 27 ccm Phosphatgemisch m/15 
(9 sek. : 1 prim.). 

Chinidin. HeiB gesiittigte Lisung von Chinidinum hydrochloricum, 
nach Abkihlung 24 Stunden stehen lassen und filtrieren. 

Salzsiure, 0,2°/, und 0,05 Normallésung. 


Ausfiihrung. 

Man mischt 0,6 cem Caseinlésung mit 0,9 cem 0,05 n-HCl und 0,9 ecm 
destilliertem Wasser. Von dieser Mischung gibt man je 0,8 ccm in zwei 
passende Versuchsglischen (numeriert I und II). Darauf fiigt man in I 0,1 ecm 
Pepsinlésung von der gewiinschten Konzentration und in II 0,1 ccm 
0,2°/,ige HCl zu (II = Kontrolle). py = 1,87. Nach Umschiitteln pipettiert 
man aus jedem Versuchsglischen 0,27 cem in Probeglischen, in denen sich 
bereits 0,6 cem Pufferlésung befinden*). Die Versuchsgliischen werden 
darauf, versehen mit Toluolwatte, in den Thermostat bei 40°C gestellt. 
In den Probegliischen fiigt man 0,3 cem Chinidinlésung zu und mischt 
(Dy = 7,73). Die auftretende Triibung ist nach 10 Minuten maximal und 
bleibt dann etwa 30 Minuten konstant. Nach 10 Minuten wird also in einer 
Plankiivette von 2,5 mm nephelometriert, nach Vorschaltung von Filter L, 
und Vergleichshelligkeit 4. Nach bestimmten Zeiten nimmt man wieder je 
eine Probe und verfihrt auf gleiche Weise. Die Behandlung der Proben 


dauert durehschnittlich 14 Minuten. 


Resultate. 

Einige Beispiele der mit dieser Versuchsanordnung erzielten 
Ergebnisse sind in der Tab. LI untergebracht. 

Die Pepsinkonzentrationen im Spaltansatz betragen 0,001°/,, 
0,0001°/,, 0,00002°/, und 0,00001°/,. Sogar die kleinste Konzen- 
tration ist, wie die Tabelle zeigt, deutlich wirksam. Die Casein- 
konzentration betrigt 0,056°/, (0,5 mg in 0,9 ccm Fliissigkeit). 
Die Proben enthalten also maximal 0,15 mg Casein. Da aus den 
Kontrolltriibungen zu berechnen ist, daB Unterschiede in absoluter 
Triibung von 0,01 einwandfrei festzustellen sind’, so sind 2,5 
Casein gerade noch meBbar. 

Verglichen mit den Resultaten von Rona und Kleinmann, 
die 0,1 mg Casein als untere Genauigkeitsgrenze angeben, ist die 





*) Eine Sistierung der Spaltung durch Kochen ist, da die Pepsin- 
wirkung in der Pufferlésung sofort aufhért, bei diesen Versuchen nicht ndtig. 
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Mikroanordnung ungefihr 40 mal empfindlicher, wihrend der 
Versuchsfehler von der gleichen Gréfe ist als bei dem Makro- 


yerfahbren (etwa 11/,°/,) 

Tabelle IL. 
Pepsin-Caseinsubstrat. 0,5 mg Casein und verschiedene Mengen Pepsin in 
0,9 cem Totalflissigkeit. Kontrollversuch ohne ah oman ——— = 40°, Pu= = 1,87. 








os 


Triib., | Triib., 
Kon- Abs. | °/, | Kon- 
trolle Triib. Spalt.| trolle_ 








in | Abs. oy | Kon- | Abs. . 7 


Zeit 10 y Pepsin | ia ly Pepsin J “Abs. ly Pepein “Abs. 
| | 
Std. _Tritb. |Spalt. | trolle | | Tritb. —_ | 





0 | 0593 | 0 P 0,610 | 0651 | 0 | 0644 | oet1 | 0 | 0,678 
23 | 0,024 | 96 0,619 | 0,304 55 0,642 | 0,305 | 55 | 0,685 
72 
































46'/,] 0,017 | 97 | 0,614 | 0,203 | 69 0,638 | 0,189 | 72 | 0,674 

—- ——-— --— - ————— 
Zeit 0,2 y Pepsin Abs. 0,1 » Pe sin | Abs. 
- tis . Triib., il | Triib., 

. Abs. | % Kon- Abs. | % | Kon- 
Std. Trib. | Spalt. trolle Tritb. | Spalt. | trolle 
0 0,692 | 0 | 0,683 0,610 | 0 | 0,605 
23 0,507 | 27 | 0,687 0,516 16 0,598 
461/, 0,338 | 51 | 0,686 0,387 | 87 0,602 

SchluBbetrachtung. 


Aus den in dieser Mitteilung angefiihrten Versuchen tritt 
die Brauchbarkeit der nephelometrischen Mikromethode zur Pepsin- 
bestimmung klar hervor. Die Empfindlichkeit der KiweiBbestimmung 
ist nicht bei allen benutzten Substraten gleich groB, da von Edestin 
und Casein 2—2,5 y noch bestimmbar sind, und bei Benutzung 
von SerumeiweiB 9 y die untere Genauigkeitsgrenze darstellt. 
Damit sei jedoch nicht gesagt, daB Serumeiweif weniger geeignet 
ist zum Nachweis von Pepsinspuren als Casein oder Edestin. Im 
Gegenteil, bei Vergleichung der Tabellen stellt sich heraus, dab 
Kdestin und Serumeiwei8 schneller durch Pepsin angegriffen werden 
als Casein! In der gegebenen Anordnung sind Edestin und 
SerumeiweiB also besser zum Nachweis von geringen Enzymmengen 
geeignet als Casein. Man darf daraus jedoch nicht den Schlu8 
aiehen, daB Pepsin Edestin und Serumeiweif iiberhaupt schneller 
desaggregiert als Casein, denn bei Variieren der Verhiiltnisse 
zwischen Enzym und Substrat, des Siuregrades, der Puffersalze usw. 
kénnen vielleicht andere Ergebnisse erzielt werden. Dies bleibt 
Wweiteren Untersuchungen vorbehalten; an dieser Stelle wollte ich 
nur das Prinzip der nephelometrischen Mikromethode bekannt 
geben und ihre Brauchbarkeit anzeigen. 
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Bei Vergleichung der nephelometrischen Mikromethode mit 
den Mikromethoden zur Bestimmung der proteolytischen Spalt- 
produkte (Grassmann und Heyde z.B. arbeiten mit 30 mg 
Casein im Spaltansatz und kénnen noch 0,004 Millimol Amino- 
siiure bestimmen, Linderstrom-Lang arbeitet mit 0,28 mg 
Edestin und kann noch 0,1 y Aminostickstoff feststellen, v. Slyke 
kann in seiner neuen Mikroanordnung noch 0,0004 mg Amino- 
stickstoff nachweisen) stellt sich weiter heraus, daB die benutzten 
Substratmengen sowie die Genauigkeit bei allen Methoden etwa 
von der gleichen GréBSenordnung sind. Die nephelometrische 
Mikromethode kann daher mit sinngemiiBer Variierung iiberall, 
wo geringes Enzymmaterial vorhanden ist oder kostspielige Re- 
agentien nétig sind, gute Dienste leisten. 

In folgenden Mitteilungen hoffe ich iiber die Spaltung durch 
Trypsin und Kathepsin in Mikroanordnung berichten zu kénnen. 


Der ,Koningin Wilhelmina Jubileum Stichting“ driicke ich 
meinen aufrichtigen Dank fiir die Férderung dieser Arbeit durch ein 
Stipendium aus. 
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Uber Carboxylase. II.°) 


Von 
Wolfgang Langenbeck, Heinz Wrede und Walter Schlockermann. 





(Aus dem Chemischen Institut der Universitit Miinster i. W.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 11. August 1934.) 


Die Reinigung der Carboxylase haben wir in erster Linie 
zu dem Zwecke unternommen, um den Mechanismus der biolo- 
gischen Acyloinbildung aufzukliren. Bekanntlich haben Neuberg 
und Hirsch?) im Jahre 1922 die Beobachtung gemacht, daB bei 
der Vergirung der Brenztraubensiiure neben Acetaldehyd und 
Kohlendioxyd auch bedeutende Mengen Acetoin entstehen, be- 
sonders viel, wenn man Acetaldehyd zusetzt. Dagegen liefert 
Acetaldehyd allein mit Hefe kein Acetoin. Diese Nebenreaktion 
der Brenztraubensiuregirung schrieben Neuberg und Hirsch 
einem Ferment zu, das sie Carboligase nannten. Das Problem 
wurde von einer ganz neuen Seite aufgerollt, als W. Dirscherl’) 
1930 zeigte, daB bei der Spaltung der Brenztraubensiure mit 
ultraviolettem Licht fast quantitativ Acetoin und Kohlendioxyd 
gebildet wird. Diese Arbeiten fielen zeitlich zusammen mit den 
ersten Versuchen iiber Carboxylasemodelle. Ende des Jahres 1930 
fand der eine von uns mit R. Hutschenreuter und R. Jiitte- 
mann‘), daB bei der Decarboxylierung der Phenylglyoxylsiure 
mit primaren Aminen acyloinihnliche Stoffe als Nebenprodukte 
auftreten, und kurz darauf entdeckte Dirscherl®) die Bildung 
von Acetoin aus Brenztraubensiiure bei Gegenwart von Amino- 
siuren. Wenn die einfachen Carboxylasemodelle Acetoin ent- 
stehen lassen, war es unwahrscheinlich, daB die Carboxylase 
dazu noch eines besonderen Hilfsfermentes, der Carboligase, be- 
diirfen sollte. Man konnte aber noch im Zweifel sein, ob die 
Carboxylase bei der Acyloinkondensation iiberhaupt eine Rolle 





1) I. Mitteilung: Diese Z. 221, 1 (1933). 

*) Biochem. Z. 115, 282 (1921); J. Hirsch, Biochem. Z. 131, 178 (1922); 
C. Neuberg u. O. Rosenthal, Ber. chem. Ges. 57, 1436 (1924). 

®) Diese Z. 188, 225 (1930); 201, 47, 78 (1931); 219, 177 (1933). 

*) Liebigs Ann. 485, 53 (1931). 5) Diese Z. 201, 92 (1931). 
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on 


spielt, oder ob sich einfach der Aldehyd in statu nascendi an 
ein zweites Aldehydmolekiil anlagert. Es waren also zur Deu- 
tung der Acyloinbildung drei Arbeitshypothesen denkbar: 

I. Der nascierende Aldehyd lagert sich durch Vermittlung 
der Carboligase mit einem zweiten Molekiil Aldehyd zusammen’), 

Il. Dasselbe geschieht spontan, ohne Vermittlung eines En- 
zyms”), 

III. Die Carboxylase—Aldehyd-Verbindung reagiert in statu 
nascendi mit einem zweiten Molekiil KEnzym—Aldehyd-Verbindung 
oder mit dem fertigen Aldehyd’). 

GemiB dieser dritten Arbeitshypothese haben wir uns im 
einzelnen den Mechanismus folgendermaBen vorgestellt*): 





COOH CO, (XNH, = Carboxylase) 
C=NX apeconsliie GH—NX 
ou, cH, 
2CH=NX CH, 2 CH,—CO—COOH CH, COOH 
On, ier b=nx - 60 - 2O=NX 
ba_Nux (non bu, 
bu, bu, 


Die Carboxylase ist ein primares Amin, sie bildet mit der 
Brenztraubensiure eine Iminosiiure. Durch Kohlendioxydabspal- 
tung wird daraus ein Aldehydimin, das sich in statu nascendi 
mit einem zweiten Molekiil Aldehydimin zusammenlagert. Aus 
dem Reaktionsprodukt entsteht mit iiberschiissiger Brenztrauben- 
siure das Acetoin. Durch Modellversuche konnte diese Reaktions- 
folge sehr wahrscheinlich gemacht werden. 

Aus mehreren Griinden ist die Bestiitigung oder Widerlegung 
des Schemas von allgemeiner Bedeutung. Die Acyloinbildung ist 
fast die einzige bisher bekannte Enzymreaktion, bei der Kohlen- 
stoffbindungen neu geknipft werden. Ferner wiirde, wenn 
Schema III oder ein dhnliches zutrifft, der in der Knzymchemie 
elnzige Fall vorliegen, daB ein und dasselbe Ferment zwei ganz 
verschiedene Reaktionen auszuliésen vermag. Da auch die Carb- 


1) C. Neuberg u. J. Hirsch, a. a. O. 

*) W. Dirscherl, Diese Z. 188, 233 (1930). 

5) W. Dirscherl, Diese Z. 188, 234 (1930); W. Langenbeck, Erg. 
Enzymforsch. 2, 333 (1933); W. Dirscherl, Diese Z. 219, 184 (1933). 

*) W. Langenbeck, a. a. O. 














ndi an 


- Deu- 
ittlung 
men 1) 


is En- 


statu 
ndung 


ns im 











Uber Carboxylase. II. 965 


oxylasemodelle dies tun, wiirde damit der schlagendste Beweis 
erbracht sein, daf Carboxylase und ihre Modelle chemisch ver- 
wandt sind. In dieser Arbeit wird das Problem noch nicht restlos 
geklart, dazu wird es noch lingerer Bemihungen bediirfen. 
Immerhin sind wir so weit, daB nur noch die Entscheidung 
zwischen Schema I und III aussteht. 

Unsere erste Aufgabe war es, eine Methode zu finden, mit 
der man Acetoin bei Gegenwart eines Uberschusses von Acet- 
aldehyd sicher bestimmen kann. Die bisherige Arbeitsweise nach 
Lemoigne?’) und ihre Verbesserungen nach Kluyver und Mit- 
arbeitern”) und van Niel) enthalten die Fehlerquelle, dab iiber- 
schiissiger Acetaldehyd durch Bildung von Acetaldoxim die Aus- 
fillung kleiner Mengen Nickeldimethylglyoxim verhindert*). Da 
wir gendtigt waren, verhiltnismaBig kleine Mengen gereinigten 
Ferments und damit kleine Umsitze zu messen, fiel diese Fehler- 
quelle schwer ins Gewicht. Wir haben uns so geholfen, dab 
wir das Gemisch von Acetaldoxim und Diacetyldioxim bei Gegen- 
wart von Nickelsalz in wiaBriger Liésung eingedampft haben. 
Wihrend Acetaldoxim leicht fliichtig ist, fallt Nickeldimethyl- 
elyoxim aus. Méglicherweise gehen hierbei kleine Mengen Diacety]- 
dioxim verloren. Immerhin geniigt die Methode bei gleichmaBiger 
Ausfiihrung, um einen Vergleich der Acetoinausbeuten zu ermég- 
lichen, 

Hierfiir ist es zweckmiéBig, einen neuen Begrifi einzufiihren. 
Wir wollen als ,,Carboligatischen Quotienten“ (C.Q.) das Verhiltnis 


bezeichnen 
Anzahl Mole Acetoin 


0.Q. = ‘Anzahl Mole gleichzeitig gebildetes CO, — 

Bekanntlich hingt C.Q. von der Konzentration des Acet- 
aldehyds ab, derart, daB das Verhiltnis mit zunehmender Aldehyd- 
konzentration ebenfalls wichst. Ein neues Ergebnis dieser Arbeit 
ist es nun, daB C.Q. auch durch die Konzentration der Brenz- 
traubensiiure beeinfluBt wird. Wichst diese, so nimmt bei gleich- 
bleibendem Volumen C.Q. ab. 

Diese Abhingigkeit l48t sich nach der Arbeitshypothese II 
kaum deuten, bei der ja die Brenztraubensiiure keine Rolle mehr 





) C. r. Acad. Sci. 170, 181 (1920); 177, 652 (1923). 

*) Biochem. Z. 161, 361 (1925). 8) Biochem. Z. 187, 472 (1927). 

*) Nach freundlicher Privatmitteilung hat W. Dirscher] diese Beob- 
achtung ebenfalls gemacht. Ubrigens ist auch bei Abwesenheit von Acet- 
aldoxim die Bestimmung nicht ganz quantitativ (Diese Z. 188, 236 (1930). 
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spielt. Schema III la8t dagegen die beobachtete Kinetik geradezy 
voraussehen, da um so mehr yon dem carboligatisch wirksamen 
Aldehydimin in die unwirksame Iminosiure umgewandelt wird, 
je héher die Konzentration der Brenztraubensiure ist. Auf jeden 
Fall wird durch unsere Beobachtung, die wir viele Male haben 
bestitigen kénnen, wohl bewiesen, daB die Acyloinbildung ein 
fermentativer Vorgang ist. Ganz dhnlich, wie Aldehyd und Keto. 
siure sich an der aktiven Gruppe der Carboxylase gegenseitig 
verdringen, so tun sie es auch an dem Ferment, das die Acyloin- 
bildung vermittelt. Daraus darf man schlieBen, da8 diese aktiven 
Gruppen verwandt sind. Die einfachste, allerdings noch nicht 
bewiesene, Annahme isi, daf sie identisch sind, d. h. daB die 
Carboxylase auch die Acyloinbildung vermittelt. 

Es ist nun eine besonders befriedigende Analogie zwischen 
der Carboxylase und unseren Modellen, da8 man im Modell. 
versuch genau die gleiche Kinetik der Acyloinbildung beobachtet. 
Wir haben auch hier gefunden, da C.Q. bei héherer Brenz- 
traubensiurekonzentration kleiner wird. Damit haben wir zugleich 
das Ergebnis von Dirscher] voll bestitigen kénnen, daB bei 
der katalytischen Spaltung von Brenztraubensiure mit Amino- 
siuren etwas Acetoin entsteht. 

Wahrend die enzymatische Natur der Acyloinbildung sich 
durch die Kinetik beweisen lift, kann man die Frage, ob Carb- 
oxylase und Carboligase identisch sind oder nicht, nur durch 
Reinigungsversuche entscheiden. Nur wenn es gelingt, Enzyn- 
praparate darzustellen, die zwar eine Spaltung der Brenztrauben- 
siure, aber keine Acetoinbildung hervorrufen, kann die Existenz 
der Carboligase als bewiesen gelten. Nun zeigen unsere gereinigten 
Enzymlésungen zwar noch erhebliche Schwankungen der C.Q.- 
Werte (zwischen 0,14 und 0,34), aber diese stehen in keinem er- 
kennbaren Zusammenhange mit dem Reinheitsgrad und sind viel- 
leicht z.T. durch die Bestimmungsmethode bedingt. Bisher ist 
es auch nie gelungen, Carboxylasepriparate darzustellen, die auch 
nur annihernd frei von Carboligasewirkung waren. Es spricht 
also vorliufig alles fiir unsere Arbeitshypothese. Indessen bleibt 
noch zu untersuchen, wie weit der Verteilungszustand des Ferments 
und die freien Aminogruppen der begleitenden Proteine bei der 
Reaktion eine Rolle spielen. 

Die Enzympriparate, die wir in der I. Mitteilung beschrieben 
haben, waren fiir Acetoinbestimmungen nicht brauchbar, da sie 
zu unbestiindig waren. Dazu kam, daB wir unsere Methode, die 
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KiweiBstoffe mit Tannin auszufillen und das Ferment dabei in 
Lisung zu halten, mit neuen Trockenhefen nicht wieder repro- 
duzieren konnten’). Dagegen hat sich unser Verfahren, in 30°/,- 
igem Methanol bei —20° zu arbeiten, weiter sehr gut bewihrt. 
Fir unsere Untersuchung stand uns eine elektrische Kiihlanlage 
zur Verfiigung, die es gestattete, einen Soletrog von 250 Liter 
Inhalt automatisch auf einer Temperatur von —20 bis —17° zu 
halten. Dadurch wurde es méglich, gréBere Mengen Macerations- 
saft zu verarbeiten und vor allem zum ersten Male Dialysen in 
30°/,igem Methanol bei dieser tiefen Temperatur durchzufihren. 
Wir sind meistens so vorgegangen, daf wir die Macerationssiifte 
mit Methanol versetzt und sie dann mit Kaolin und Tonerde 
voradsorbiert haben. Diese Lésungen wurden entweder an Ton- 
erde adsorbiert und mit Phosphat—Glycerinlésung eluiert oder 
sofort der Dialyse bei —20° unterworfen, wobei sich nach wenigen 
Tagen aktive Niederschlige absetzten. Die erhaltenen Priparate 
ergaben Carboxylasewerte zwischen 10 und 35, sie enthielten 
kleine Mengen EiweiB und waren geniigend bestindig. 


Man hatte erwarten sollen, daB die gereinigten und dialysierten 
Priiparate ohne Zusatz von Co-Carboxylase oder Hefekochsaft 
inaktiv sein wiirden. Das war aber durchaus nicht der Fall. Es 
ist uns niemals gelungen, mit Kochsaft eine héhere als 2,5 fache 
Aktivierung zu erzielen. Meist blieb sie weit unter diesem Wert. 
Dabei haben wir die Dialysen sehr lange, bis zu 7 Wochen aus- 
gedehnt. Man muB also schlieBen, daB die Heferassen auch in 
bezug auf die Wirksamkeit der Co-Carboxylase sich sehr ver- 
schieden verhalten. Méglicherweise spielt auch das Co-Ferment 
eine um so geringere Rolle, je reiner die Carboxylase ist. Ahn- 
liche Falle sind ja bei der Amylase?) und beim Trypsin *) bekannt 
geworden. Wir werden dieser Frage bei der weiteren Reinigung 
der Carboxylase eine besondere Aufmerksamkeit schenken. 


Die Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft ermég- 


lichte diese Untersuchung durch die groBziigige Uberlassung einer elek- 
trischen Kiihlanlage. Wir sprechen dafiir unseren ehrerbietigsten Dank aus. 


Die Hackerbriiu-A.G., Miinchen, iiberlie} uns weiter gréBere 
Mengen reiner Hefe. Auch hierfiir sind wir sehr zu Dank verpflichtet. 


1) Mit Invertase gelingt sie dagegen stets. Vgl. O.Schaefer, Disser- 
tation Miinster i. W. 1934. 

*) R. Weidenhagen, Z. Ver. Dtsch. Zuckerind. 83, 505 (1933). 

’) J. H. Northrop u. M. Kunitz, Erg. Enzymforsch. 2, 112 (1933). 
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ee 


Versuchsteil. 


Acetoinbestimmung. In ein Kélbchen von etwa 50 cem Inhalt wurde 
0,10 g brenztraubensaures Natrium eingewogen, etwa 20 ccm 0,3 m-Acetat- 
puffer (py = 5,3) zugesetzt und endlich 1,0 g frisch destillierter Acetaldehyd 
dazu gewogen. Ferner wurden 25 ccm Fermentlésung in einen 100 ccm- 
MeB8kolben eingefiillt. Die beiden verschlossenen Kélbchen brachte man 
nebst einem dritten Gefi8, in dem sich ein Vorrat von 0,3 m-Acetatpuffer 
(Py = 5,3) befand, 1/, Stunde in einen Thermostaten von 20,0°. Dann wurde 
die Brenztraubensiurelésung in den MefSkolben zu der Fermentlésung ge- 
gossen, rasch mit der Pufferlésung nachgespiilt, auf 100 cem mit Puffer 
aufgefillt und umgeschiittelt. 

Von dieser Lésung entnahm man sofort 2 cem fiir eine Messung der 
CO,-Entwicklung in einem Barcroft-Warburg-Manometer bei 20° und 20 cem 
fiir eine Blindprobe der Acetoinbestimmung. Als Beginn der Reaktion galt 
der Zeitpunkt, wo Ferment und Brenztraubensiiure gemischt wurden. Da 
bei der manometrischen Messung 5 Minuten zum Temperaturausgleich ge- 
schiittelt werden mu8, haben wir diese Messungen auf den Beginn der Re- 
aktion extrapoliert. Es wurde stets so lange gewartet, bis fast die gesamte 
Brenztraubensiure vergoren war, was je nach der Aktivitiéit des Priparats 
5—24 Stunden dauerte. 

Zur Destillation wurden 20 ccm mit einer Pipette aus dem MeBkolben 
(der dauernd im Thermostaten von 20° stand) entnommen und in eine 
Apparatur gebracht, wie sie Freudenberg und Harder’) fiir die Acetyl- 
bestimmung angegeben haben. Im Destillierkolben befanden sich 5 ecm 
10°/,iges Eisen-1II-chlorid, in der Vorlage eine Mischung von 3ccm 10°/,igem 
Nickelsulfat, 7 cem 20°/,igem Hydroxylaminchlorhydrat und 15cem 20°/, igem 
Natriumacetat. 

Abhiangigkeit der Acetoinausbeute 
von der Konzentration der Brenztraubensiure. 



































Brenztraubensaures . 
Nr.| Macerationssaft Std. | Natrium in 100 cem] . CO, Acetoin C.Q. 

* in ccm] in mg 

of 

la 4 0,1 4,2 2,75 | 0,16 
b 4 1,0 6,9 0,49 | 0,02 
2a 11 0,1 3,7 3,1 0,21 
b te ele 11 1,0 5,4 1,9 0,09 
3a aa E — 5 0,1 3,5 4,7 0,34 
eee eS 1,0 2,5 1,1 0,11 
4a 31/4 0,1 1,8 2,0 0,28 
b 41), 0,12) 2,2 2,5 0,28 
5aj}| 2 mal mit Kaolin 3"), 0,1 2,7 2,0 0,14 
b voradsorbiert 57), 1,0 2,9 0,63 0,05 
Be ” 33), 0,1 2,6 2,4 0,18 





1) Liebigs Ann. 433, 230 (1923). 

2) Bei diesem Versuch waren nachtriglich vor der Destillation 0,2 g 
brenztraubensaures Natrium zugesetzt worden, um festzustellen, ob etwa 
das Acetoin durch die héhere Konzentration der Brenztraubensiure zersetzt 
wird. Es war nicht der Fall. 
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Zunichst erhitzte man den Destillierkolben 15 Minuten auf fast 100°, 
ohne dab etwas iiberdestillierte. Dann wurden, um das Schiiumen zu ver- 
hindern, 1,5 cem sekundiarer Octylalkohol (Methyl-hexylcarbinol) dazugegeben 
und gelinde gekocht, bis der gesamte Octylalkohol iibergegangen war und 
die Lésung wieder zu schiumen begann. Dabei war auch iiber die Hilfte 
der wiBrigen Lésung iiberdestilliert. Die Vorlage wurde nun, um eine 
homogene Mischung zu erzielen, mit 25 ccm Methanol versetzt und 1 Stunde 
im siedenden Wasser erhitzt. Endlich dampfte man den Inhalt der Vorlage 
in einer Porzellanschale auf dem Wasserbad zur Trockne ein, léste wieder 
in heiBem Wasser und brachte das Nickel-dimethylglyoxim in einem Glas- 
sintertiegel zur Wigung. 

Zur Berechnung von C.Q. muBten selbstverstindlich die erhaltenen 
CO,-Werte mit 10 multipliziert werden, da die CO,-Bestimmung mit 2 ccm, 
die Acetoinbestimmung mit 20 cem ausgefiihrt worden war. (Vgl. Tabelle.) 


Abhingigkeit der Acetoinausbeute 
yon der Konzentration der Brenztraubensiureim Modellversuch. 

Folgende Lisungen wurden angesetzt: 

Lisung A: 5 ccm reinster Kisessig, 0,5 g frisch destillierter Acetaldehyd 
und 0,1 g d,l-Alanin. 

Lisung B: 5 ecm Eisessig, 5 g reine krystallisierte Brenztraubensiure. 

Lisung C: 5 cem Eisessig, 0,25 g Brenztraubensiiure. 

Als Reaktionsgefife dienten kleine Druckrohre aus dickem, schwer 
schmelzbarem Glas, iuBere Abmessungen 25:60 mm, die an der einen Seite 
zugeschmolzen, an der anderen mit einem angeschmolzenen, 150 mm langen 
und 7 mm dicken Rohr aus demselben Glas versehen waren. Sie enthielten: 

Rohr I: 1 eem A, 4 cem B Rohr II: 1 eem A, 4 cem C. 

Beide Rohre wurden zugeschmolzen, wobei die Enden zu Kapillaren 
ausgezogen wurden und 2 Stunden lang in ein siedendes Wasserbad gehiingt. 
Danach wurde das kapillare Ende des ersten Rohres durch einen 1 m langen 
kapillaren Druckschlauch mit dem gedffneten Hahn eines Quecksilbereudio- 
meters verbunden. Nach der Einstellung des Quecksilberspiegels auf Atmo- 
sphiirendruck konnte man die Kapillare innerhalb des Druckschlauches ab- 
brechen, wobei das entwickelte Kohlendioxyd in den Eudiometer strémte. 
Dureh Schiitteln des Druckrohres wurde der Gasaustausch vervollstindigt 
und dabei fortwihrend auf Einstellung des Atmosphiirendrucks geachtet. 
Nachdem noch 30 Minuten der Temperaturausgleich abgewartet worden war, 
konnte man das Volumen des Kohlendioxyds ablesen. Ebenso wurde mit 
dem zweiten Rohr verfahren. Da es sich nur um einen Vergleich handelte, 
verzichteten wir darauf, den Dampfdruck des Acetaldehyds und des Lis- 
essigs in Rechnung zu stellen. 

Die Rohrinhalte wurden mit Wasser in die Destillationsapparatur ge- 
spilt und genau wie bei den Fermentversuchen weiter verarbeitet. Nur der 
Zusatz von Octylalkohol war nicht nétig. Durch Blindversuche iiberzeugten 
wir uns, daB die Ausgangsmaterialien frei von jeder Spur Acetoin waren. 

Ergebnisse: 

Rohr I (viel Brenztraubensiiure): 83,4 ecm CO, (22°, 750 mm), 1,5 mg Nickel- 

dimethylglyoxim. C.Q. = 0,003. 

Rohr II (wenig Brenztraubensiure): 20,2 ecm CO, (22°, 750 mm), 2,3 mg 

Nickeldimethylglyoxim. C.Q. = 0,020. 
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Reinigung der Carboxylase. Gegeniiber den friiheren Versuchen?) 
wurde die Macerationsdauer von 3 auf 41/,—5 Stunden erhéht, auBerdem 
wurde nicht sofort die ganze Wassermenge zur Trockenhefe gegeben, sondern 
zunichst die Hilfte, die andere Hilfte wurde erst vor dem Zentrifugieren 
zugesetzt. Man erhielt dabei einen steifen Brei, den man zweckmiifig 
wihrend der Macerationszeit dfter mit einem Glasstab umriihrte. Gewaschen 
wurde der Hefebrei dann wieder mit der gesamten Wassermenge, dann er- 
folgte die EiweiBfallung mit derselben Menge Methanol und Essigsiiure 
wie bei den friiheren Versuchen beschrieben. Nach dem Abschleudern des 
Eiweifes wurde der Saft dann in das Kiihlbecken der Kiltemaschine ge- 
hingt. Nach einigen Stunden hatte sich am Boden des GefiBes eine dicke 
EiweiBfillung abgesetzt, die durch Adsorption an Kaolin entfernt wurde, 
Dieser einmal kaolinadsorbierte Saft ergab nach mehrstiindigem Stehen in 
der Kilte wieder eine EiweiBfillung, die abermals an Kaolin adsorbiert 
wurde. Nach vier aneinandergereihten Kaolinadsorptionen fiel selbst nach 
liingerem Stehen in der Kiltelésung kein EiweiB mehr aus. Wesentlich fiir 
diese hintereinander geschalteten Kaolinadsorptionen war, daf keine nennens- 
werten Mengen Ferment mitadsorbiert wurden. 

Versuch 117. — Saft 51%). Zu je vier Proben von 10 cem des Roh- 
saftes 51 (Aktivitét 58,1 C.E./eem) wurden 0,2, 0,4, 0,6 und 0,8 g Kaolin 
gegeben, 5 Minuten geschiittelt und zentrifugiert. Die Aktivititen der iiber- 
stehenden Sifte waren 55,5, 55,15, 49,75 und 51,94 C.E./cem. 

Messung mit 0,5 cem Kochsaft, 0,25 cem Fermentlésung und 1,25 ecm 
Puffer (4 mg CH,COCOONa auf 1 ccm Puffer). 

Saft 52. Nach der Methanolfillung wurde das ausgefiillte Eiweif ab- 
zentrifugiert und von 20 ccm des klaren iiberstehenden Saftes eine Trocken- 
gewichtsbestimmung ohne vorherige Dialyse gemacht. 1 ccm enthiilt 32,4 mg 
Trockensubstanz. 150 ccm dieses Rohsaftes wurden mit 9g Kaolin, also 
0,6 g auf 10cem 5 Minuten bei Zimmertemperatur geschiittelt und nach dem 
Zentrifugieren vergleichend mit dem Rohsaft gemessen. Von diesem einmal 
kaolinadsorbierten Saft wurde dann ebenfalls das Trockengewicht bestimmt. 
30 mg/eem. Die Aktivitit des Rohsaftes betrug 67,2, des einmal kaolin- 
adsorbierten Saftes 60,4 C.E./ecm. 

Versuch 121. 100cem dieses kaolinadsorbierten Saftes wurden dann 
nochmals an 6g Kaolin adsorbiert (0,6 g Kaolin auf 10 ccm Saft). Die 
Aktivitat dieses Saftes betrug 53,9C.E./ecm, das Trockengewicht 28,9 mg/ccm. 
Die Aktivitit dieser Sifte blieb wiihrend der ganzen Messung konstant. 

Versuch 127—131. — Saft 55 wurde 2 mal mit je 0,6 g Kaolin auf 
10 cem Saft voradsorbiert. An diesem Safte wurden dann weitere Eiweil- 
adsorptionen systematisch in mehreren Versuchsreihen mit 0,4, 0,6 und 0,5 ¢ 
Kaolin auf 10 cem Saft untersucht. Als Optimum erwies sich die Adsorption 
mit 0,8 g Kaolin, der iiberstehende Saft besaB ungefihr die gleiche Aktivitit 
wie der Rohsaft. Daran wurde nochmals eine Adsorption mit 0,8 g 
Kaolin gekniipft. Die Aktivitit dieses 4 mal kaolinadsorbierten Saftes war 
38 C.E./eem. Das Trockengewicht eines Kubikzentimeters nach 2 tigiger 
Dialyse 9 mg, also C.W. = 4,2. 





1) Vgl. I. Mitteilung. 
2) Die Versuchsnummern beziehen sich auf das Laboratoriumsjournal, 


das die I. und II. Mitteilung umfabBt. 
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Versuch 141. — Saft 60. 120g Hackerbriiu-Hefe wurden mit der 
11, fachen Gewichtsmenge 30° warmen Wassers zu einem steifen Brei an- 
veriihrt und 5 Stunden bei 30° maceriert. Die restlichen 180 cem Wasser 
wurden erst vor dem Zentrifugieren zugesetzt. Der abgesehleuderte Hefe- 
prei wurde dann mit 360 ccm Wasser gewaschen, dann erfolgte auf Zusatz 
yon Methanol und Essigsiure die EiweiBfillung. Nach 1 stiindigem Stehen 
bei — 20° wurde das ausgefillte EiweiB abgeschleudert. Aktivitit des Roh- 
caftes 74,15 C.E./eem. Der Rohsaft wurde dann im Verlauf von 36 Stunden 
4mal an Kaolin adsorbiert. Selbst nach tagelangem Stehen bei — 20° fiel 
dann kein EiweiB mehr aus. Mit Salicylsulfosiure ergab er eine starke 
Fillung. Aktivitéit des 4 mal kaolinadsorbierten Saftes 65,87 C.E./eem. Man 
sieht also, daB die Fermentadsorption an Kaolin unter den richtigen Be- 
dingungen nur sehr gering ist. Der Saft blieb wiihrend der Messung gleich- 
miBig aktiv. 

80 cem dieses Saftes wurden mit 32 ccm Tonerde B in 30°/,igem 
Methanol!) (4 ecem auf 10 ccm Saft) */, Stunde geschiittelt und dann noch 
2 Stunden bei Zimmertemperatur aufbewahrt. Der iiberstehende Saft wurde 
nach dem Zentrifugieren abgegossen, das Adsorbat 3 mal mit 64 cem auf 
- 20° gekiihltem 30°/,igem Methanol gewaschen, dann aber nicht wie bei 
friiheren Versuchen in verdiinntem Methanol, sondern in 50°/,igem Glycerin 
suspendiert. 50°/,iges Glycerin ist noch bei — 22° fliissig, auBerdem libt 
sich das Tonerdeadsorbat viel besser darin suspendieren, besonders wenn 
das Adsorbat schon vorher durch Verriihren mit kleinen Glasperlen fein 
verteilt ist. Das Tonerdeadsorbat enthielt nur 3,6, der iiberstehende Saft 
6,33 C.E./eem. 

60 cem des iiberstehenden Saftes nach der ersten Tonerdeadsorption 
wurden mit 15 eem Tonerde B 90 Minuten bei Zimmertemperatur geschiittelt, 
dann zentrifugiert. Das Adsorbat besaB 14,9, der iiberstehende Saft 
28 C.E./eem. Mit Salicylsulfosiure ergab er nur eine geringe Triibung. 

55 cem des tiberstehenden Saftes nach der zweiten Tonerdeadsorption 
wurden nochmals an 13,75 cem Tonerde durch 1 stiindiges Schiitteln bei 
Zimmertemperatur adsorbiert. Nach dem Zentrifugieren wurde das Adsorbat 
dann wie iiblich 3mal gewaschen und endlich in 13,75 ecm verdiinntem 
Glycerin suspendiert. Die Aktivitit des Adsorbates betrug 62,1 C.E./ecm, 
der tiberstehende Saft war inaktiv. Das Adsorbat blieb wihrend der Messung 
konstant aktiv, ja selbst nach 48 stiindigem Stehen bei Zimmertemperatur 
war die Aktivitéit nur unwesentlich gesunken, nimlich auf 53,2 C.E./ccm. 


Saft 62. Tonerdeadsorbat aus 100 ccm Saft und 40 cem wiBriger 
Tonerde B. Der Saft wurde nur 5 Minuten mit der Tonerde geschiittelt, 
dann sofort zentrifugiert. Nach dem Waschen mit Methanol ‘wurde das 
Adsorbat wie iiblich in verdiinntem Glycerin suspendiert. Aktivitit des 
Adsorbates 40 C.E./ecm. €.Q. = 0,0875. 


Versuch 143/145. Je 20cem dieses Adsorbates wurden mit 4 cem 
sesdttigter Na,HPO,-Lésung 4 Stunden eluiert und zwar ein Teil bei — 20°, 
der andere bei Zimmertemperatur. Die Elution in der Kilte enthielt 31,62, 
bei Zimmertemperatur dagegen nur 7,3 C.E./ccm. 


C.Q. der aktiven Elution = 0,2036. 


‘) 13,6 mg Al,O, pro Kubikzentimeter. 
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Das Tonerdeadsorbat war mit und ohne Kochsaft gemessen gleich 
aktiv. Darauf wurden Elutionsversuche mit gesiittigter primirer Phosphat. 
lésung zum Vergleich mit gesiittigter sekundirer unternommen. Es erwie; 
sich am besten, die Elution mit sekundirem Phosphat durchzufiihren, da 
die Elution mit primirem Phosphat kaum aktiv war. Die Elution erga) 
mit Salicylsulfosiure eine ganz geringe durchscheinende Triibung. 


Versuch 154. In einem weiteren Versuch nach 2 Tonerdevoradsorp. 
tionen zeigte sich das Eluat nach 3 stiindiger Elution noch aktiver als das 
Adsorbat. Aktivitiét des Eluates 16,6, des Adsorbates 12,0 C.E./cem. 


Versuch 157—172. Messungen mit einem sauren Puffer (p;,; 3—4) 
erwiesen sich bei frischen Macerationssiiften erfolglos. Dagegen erwiesen 
sich Versuche mit dem Acetatpuffer py = 6,6 sehr giinstig. Es trat sogar 
mit dem fast neutralen Puffer eine mehr als doppelte Aktivititssteigerung 
gegeniiber dem bisher gebrauchten Puffer ein. Im folgenden wurden daher 
die Sifte immer doppelt gemessen, einmal mit dem bisherigen Acetatpuffer 
(py; 4,7), zum anderen mit dem fast neutralen Puffer p,, 6,6. 


Versuch 178. — Rohsaft 79 enthielt mit Acetatpuffer (py 4,7) ge. 
messen 27,58, mit dem fast neutralen Puffer dagegen 75,72 C.E./cem, also 
fast die 3fache Aktivititssteigerung. Nach 4 Kaolinadsorptionen betrugen 
die Aktivititen mit beiden Puffern gemessen 8,8 und 48,06 C.E./cem, also 
fast die 6 fache Aktivititssteigerung. Das Tonerdeadsorbat nach der friiher 
beschriebenen Methode hergestellt enthielt 28,6 bzw. 84,1 C.E./cem. 

20 cem des Adsorbates wurden mit 4 cem gesittigter sekundiirer 
Phosphatlésung 3 Stunden bei — 22° eluiert. Das Eluat gab nur eine ge- 
ringe EiweiBreaktion. Die Aktivitiiten fiir beide Puffer betrugen 25,2 bzw. 
41 C.E./cem. 

10 cem des Eluates wurden 24 Stunden gegen Wasser dialysiert, dann 
eingedampft, getrocknet und gewogen. Trockengewicht pro Kubikzentimeter 
3,16 mg, also C.W. = 12,9. 

Versuch 183. — Saft 81. 100 cem 4mal an Kaolin adsorbierter Saft, 
Aktivitiiten 23,8 bzw. 73,6 C.E./ecm, C.Q. = 0,1562, wurden mit 25 ccm Ton- 
erde B 1 Stunde bei Zimmertemperatur geschiittelt, dann zentrifugiert. Das 
3mal gewaschene Adsorbat enthielt 38,8 C.E./eem, der iiberstehende Saft 
64,8 C.E./cem. 

100 cem des iiberstehenden aktiven Saftes nach der ersten Tonerde- 
adsorption wurden nochmals an 20 ccm Tonerde B adsorbiert. Der iiber- 
stehende Saft war vdéllig eiweiBfrei und nicht aktiv. Das Adsorbat wurde 
in der tiblichen Weise gewaschen und dann in 20 ccm Glycerin suspendiert. 
Aktivitait des Adsorbates 62,8 bzw. 137,7 C.E./eem. 

20 cem des Adsorbates wurden mit 2 ccm gesiittigter schwachsaurer 
Phosphatlésung (py 6,7) 16 Stunden bei — 20° eluiert. Aktivitit des Eluates 
fiir beide Puffer 41,36 und 101 C.E. pro ccm. 

15 cem dieses aktiven Eluates wurden bei — 22° 8 Tage gegen 30°, 
iges Methanol dialysiert. Die Dialyse wurde in einem Zylinder aus feinem 
Glasgestiinge, der mit Cellophanpapier bespannt war, ausgefiihrt. Diese 
Dialysiertrommel, die das Eluat enthielt, wurde in einen mit 30°, igem 
Methanol gefiillten Glaszylinder gehiingt, der in der Kiltemaschine stand. 
Nach 8 tigiger Dialyse enthielt die Elution noch 24 bzw. 42,6 C.E,/ccm. 
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Versuch 188. Neues Adsorbat aus 100 ccm 4 mal kaolinadsorbiertem 
Saft 81 und 25 ccm Tonerde B. Die Suspension wurde 1,5 Stunden bei 
Zimmertemperatur geschiittelt, das Adsorbat enthielt 87,1, der iiberstehende 
Saft 41,4 C.E./eem. 
C.Q. des Adsorbates = 0,1630 
C.Q. des iiberstehenden Saftes = 0,1533. 


100 cem des iiberstehenden Saftes nach der ersten Tonerdeadsorption 
wurden nochmals mit 15 ccm Tonerde B 1 Stunde bei Zimmertemperatur, 
dann noch 8 Stunden bei — 20° gehalten. Das Adsorbat enthielt mit beiden 
Puffern gemessen 50 bzw. 99,4 C.E./ecm. 

Dieses Adsorbat wurde mit 1,5 ccm einer gesiattigten Phosphatlésung 
py 6,7 16 Stunden bei — 20° eluiert. Das Eluat war nur ganz schwach 
eiweiBhaltig. Aktivitit des Eluates 57,2 bzw. 113,6 C.E./ecm. 

10 cem des Eluates wurden in einer Dialysierhiilse 13 Tage bei — 20° 
dialysiert. Das Methanol wurde wiihrend der Dialyse 5mal gewechselt. 
Aktivitit des dialysierten Eluates 

mit Acetatpuffer 0,3 mol. py = 6,7 27,66 C.E./cem 
5, Phosphatpuffer 0,3 ,, py = 6,4 28,38 " 


1 cem enthielt 0,89 mg Trockensubstanz. Also C.W. = 31,9. 


Versuch 195. 15 cem dieses dialysierten Eluates wurden mit 0,5 g 
Kaolin 3 Minuten geschiittelt, dann sofort zentrifugiert. Der tiberstehende 
Saft war eiweiBfrei. Entwickelte Menge CO, in den ersten 5 Minuten 
39,58 emm. Vorher war der Atmungstrog 5 Minuten bei offenem Hahn zum 
Temperaturausgleich im Thermostaten geschiittelt worden. Eine 'Trocken- 
gewichtsbestimmung ergab 0,23 mg/cem, also C.W. = 137,7, d. h. ungefihr 
der 400 fache Wert des Rohsaftes. 

Wie schon bei den friiheren Versuchen, bestitigte sich auch hier die 
Erfahrung, daB es wohl méglich ist, einen eiweiBfreien aktiven Saft zu 
erhalten. Die Aktivitaét 1iBt aber im Verlauf der Messung sehr stark nach, 
so daB diese Priparate fiir eine Carboligasemessung nicht brauchbar sind. 
In den zweiten 5 Minuten der Messung wurden 9,57 cmm CO, entwickelt, 
in den dritten 3,44, in den vierten nur 0,76. 


Versuch 194. Versuche mit anderen Puffern am Rohsaft 83. 
1. Gewodhnlicher Acetatpuffer, 0,3 mol. . . . . py 4,7 
2. Schwach saurer Acetatpuffer. . . . . . . pg 6,7 
3. Phosphatpuffer, 0,3 mol. 1:1. . . . . . . py 6,7 
| 4, . Oe o Be sk ws Pu 6,4. 
Die Aktivititen dieser Messungen waren: 28,37, 62, 60,9 und 64,44 C.E./ccm. 


Fiir die weiteren Versuche wurde stets 0,3 m-Phosphatpuffer py 6,4 
verwandt. Ebenso wurde nur noch methylalkoholische Tonerde C benutzt. 
Konzentration an Al,O,/eem = 3,31 mg. Diese methanolische Tonerde C er- 
wies sich als ganz vorziigliches EiweiBfillungsmittel, ohne bei richtiger 
Anwendung nennenswerte Fermentmengen zu adsorbieren. 


Versuch 196. Zu 100 cem des 4mal kaolinadsorbierten Saftes 83, 
Aktivitit 36 C.E./eem, wurden unter Schiitteln 25 cem waBrige Tonerde C 
Konzentration an Al,O,/eem = 4,96 mg gegeben, °/, Stunden bei Zimmer- 
temperatur geschiittelt und dann abgeschleudert. Aktivitit des iiberstehenden 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXVII. 18 


974 W. Langenbeck, H. Wrede und W. Schlockermann, 


Saftes 35,7 C.E./eem. Dieser Saft enthielt nur Spuren EiweiB. Er wurde 
nochmals an 15 cem Tonerde C adsorbiert. Nach dem Zentrifugieren Akti- 
vitit 25,45 C.E./ecm. 

Versuch 199. — Saft 85. Neuer Rohsaft aus 250 g. Miinchener Hefe. 
Aktivitét des Rohsaftes 84,47, nach 4 Kaolinadsorptionen 87,8 C.E./cem. 


Versuch 202. 100 cem dieses Saftes wurden mit methanolischer Ton. 
erde C (25 cem) 3,5 Stunden bei Zimmertemperatur geschiittelt. Aktivitai 
des iiberstehenden Saftes 77,6 C.E./cem. Dieser einmal an Tonerde adsorbierte 
Saft wurde nochmals an 25 ccm Tonerde adsorbiert und 40 Stunden bei 
— 20° aufbewahrt. Nach dem Abschleudern der Tonerde enthielt der Saft 
59,7 C.E./eem. Da dieser Saft mit Salicylsulfosiiure noch eine Flockung 
ergab, wurden 100 cem durch kurzes Schiitteln an 10 g Kaolin adsorbiert. 
Nach dem Abschleudern des Kaolins ergab eine Probe nur noch Spuren 
Eiweil. Da dieser Saft aber durch geringe Mengen Kaolin leicht getriiht 
war, wurde er durch ein gehirtetes Filter filtriert. Die Aktivitiét des jetzt 
klaren Saftes betrug 43,1 C.E./cem. 

Dieser Saft wurde 6 Tage bei — 20° gegen verdiinntes Methanol dia 
lysiert unter tiglichem Methanolwechsel. Wihrend dieser Zeit war ein ge- 
ringer EiweiBniederschlag am Boden der Cellophanhiilse ausgefallen. Der 
inaktive iiberstehende Saft wurde zum Teil abgegossen, ein anderer Teil, 
20 cem, mit dem ausgefallenen Eiwei8 suspendiert. Nach dem Zentrifugieren 
enthielt der klare Saft nur Spuren Eiwei8. Die Aktivitit betrug 74,04 C.E./cem. 
1 cem enthielt 6,02 mg Trockensubstanz. C.W. = 12,03. Eine Saccharase- 
bestimmung ergab S.W. = 0,00577. 

Versuch 203. Zu 100 cem des 4mal kaolinadsorbierten Saftes 83 
wurden 25 ccm methanolische Tonerde C gegeben und 19 Stunden bei 
Zimmertemperatur geschiittelt. Der iiberstehende Saft nach dem Abschleudern 
der Tonerde enthielt nur geringe Mengen Eiwei8. Aktivitit 22,42 C.E./ccm. 
Dieser Saft wurde 8 Tage bei — 20° dialysiert. Der iiber dem ausgefallenen 
Eiwei8 stehende inaktive Saft wurde abgegossen, das ausgefallene Eiweil 
und Hefegummi in 20 ccm 30°/,igem Methanol suspendiert, zentrifugiert 
und der schwach eiweiBShaltige Saft gemessen. Aktivitét 49,95 C.E./ccm. 
Aus dem Trockengewicht 3,43 mg/cem errechnet sich C.W. = 14,56, (€.0. 
= 0,3312. 

Versuch 204. 100 ccm Saft 85 (4mal kaolinadsorbiert) wurden mit 
25 cem Tonerde C einige Zeit geschiittelt, dann 25 Stunden bei Zimmer- 
temperatur aufbewahrt. Der nach dem Abschleudern der Tonerde iiber- 
stehende Saft, der noch eiweiBhaltig war, enthielt 50,5 C.E./cem. 

115 cem dieses Saftes wurden 6 Tage bei — 20° dialysiert. Die inaktive 
iiber dem ausgefallenen Eiweif stehende Fliissigkeit wurde sorgfiiltig ab- 
gegossen, das ausgefallene EiweiB zunichst mit einem Ventilator, dann noch 
einige Zeit im Exsiccator tiber Chlorcalcium getrocknet. Das Cellophan 
wurde dann fein zerschnitten und mit 10 ccm H,O ausgelaugt. Aktivitit 
136,7 C.E./eem. Die Cellophanschnitzel wurden dann nochmals mit 20 cem 
H,O '/, Stunde ausgelaugt. Aktivitit dieses Saftes 50,6 C.E. pro Kubik- 
zentimeter. Das Trockengewicht von 1 ccm der ersten Auslaugung betrug 
21,8 mg, also C.W. = 6,27. 

Versuch 208. 100 ccm Saft 85 wurden mit 25 ccm methanolischer 
Tonerde C 25 Stunden bei Zimmertemperatur 6fter geschiittelt. Der iiber 
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stehende Saft nach dem Abschleudern der Tonerde enthielt noch viel EiweiB. 
Die Aktivitét betrug 58,4 C.E./cem. 

100 cem dieses Saftes wurden 5 Minuten mit 10 g Kaolin geschiittelt, 
dann noch 1'/, Stunden bei Zimmertemperatur gehalten. Nach dem Zentri- 
fugieren enthielt der Saft nur noch Spuren Eiwei8, die Aktivitat war durch 
die Kaolinadsorption auf 32,8 C.E./eem gesunken. Dieser Saft wurde in der 
beschriebenen Weise 6 Tage bei — 20° gegen verdiinntes Methanol dialysiert. 
Der iiber dem ausgefallenen Eiwei8 stehende inaktive Saft wurde vorsichtig 
abgegossen, der geringe Niederschlag mit 20 ccm H,O anfgeriihrt, die triibe 
Lésung zentrifugiert. Der iiberstehende klare Saft, der nur Spuren EiweiB 
enthielt, wurde mit und ohne Kochsaft gemessen. 


Aktivitiét mit Kochsaft 87,5 C.E./eem 
» Ohne ~ 81,8 - 


C.W. = 21,7 C.Q. = 0,2937. 


Versuch 209. Zu 200 ccm 4mal kaolinadsorbiertem Saft lie® man 
50 cem Tonerde C unter Schiitteln des GefiBes langsam einflieBen. Der 
Saft wurde dann noch 24 Stunden bei Zimmertemperatur gehalten. Nach 
dem Absehleudern der Tonerde betrug die Aktivitéit des Saftes mit und 
ohne Kochsaft gemessen 57,53 und 59,45 C.E./cem. 

230 cem dieses Saftes wurden dann mit 23 g Kaolin durch 1 Stunde 
bei Zimmertemperatur geschiittelt. Aktivitit dieses Saftes mit Kochsaft ge- 
messen 18,72, ohne Kochsaft 22,95 C.E./ccm. 

200 cem dieses Saftes wurden 12 Tage dialysiert. Der inaktive iiber- 
stehende Saft wurde abgegossen, das ausgefillte EiweiB in 50 cem H,O 
aufgeriihrt, zentrifugiert und wieder mit und ohne Kochsaft gemessen. 
Aktivitit mit Kochsaft 44,9, ohne Kochsaft 47,2 C.E./cem. 

In diesem Falle war der dialysierte Saft ohne Kochsaft gemessen 
sogar noch.etwas aktiver als der mit Kochsaft gemessene. Aus dem Trocken- 
gewicht eines Kubikzentimeters = 5,16 mg berechnet sich C.W. = 9,16. 


Versuch 210. Zu 100 cem des 4mal kaolinadsorbierten Saftes 85 
wurden 25 cem methanolische Tonerde unter Schwenken des GefiBes ge- 
geben; die Lésung wurde 24 Stunden bei Zimmertemperatur aufbewabhrt. 
Die Tonerde wurde abgeschleudert, durch Adsorption an Kaolin fand dann 
eine weitere Befreiung von EiweiBstoffen statt. Dieser Saft wurde 7 Wochen 
bei — 20° dialysiert. Nach dieser Zeit wurde der iiber dem ausgefiillten 
Eiwei® stehende inaktive Saft abgegossen, das EiweiB in 30 cem H,O 
suspendiert, zentrifugiert und gemessen. Aktivitaét des Saftes mit Kochsaft 
gemessen 29,41, ohne Kochsaft 19,14 C.E./eem. 

Das Trockengewicht betrug 2,93 mg/cem, also C.W. = 10,04, C€.Q. 
= 0,1406 (1. Messung), C.Q. = 0,1807 (2. Messung). 


Versuch 211. — Saft 86. 250g Trockenhefe wurden 5 Stunden bei 
30° maceriert. Der methanolische Rohsaft enthielt mit und ohne Hefe- 
Kochsaft gemessen 55,15 und 56,27 C.E./cem. Der Rohsaft wurde 2 mal an 
Kaolin adsorbiert und zwar kamen auf 10 ccm Saft 0,6 g Kaolin. Aktivitat 
dieses Saftes 53,96 C.E./ccm. 

Versuch 212. Zu 100 cem dieses Saftes wurden 30 ccm methanolische 
Tonerde C gegeben und 48 Stunden bei — 20° aufbewahrt. Nach dem Ab- 
schleudern der Tonerde betrug die Aktivitat des Saftes 37,55 C.E./ccm. 

18* 
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Dieser aktive, wenig Eiweif enthaltende Saft wurde nochmals durch 
kurzes Schiitteln bei + 20° an 20 ccm methanolische Tonerde adsorbicrt. 
Die Tonerde wurde abgeschleudert, der iiberstehende Saft war eiweiBfre 
und nicht aktiv. Das Tonerdeadsorbat wurde 3 mal gewaschen, dann in 
20 cem verdiinntem Glycerin suspendiert. Aktivitét des Tonerdeadsorhates 
90,76 C.E./ceem, 

Das Tonerdeadsorbat wurde mit 4 ccm 0,3 m-Phosphatpuffer p,, 6,1 
17 Stunden bei — 20° eluiert. Die Elution enthielt nur geringe Mengen Ki- 
weiB. Aktivitit der Elution mit und ohne Kochsaft gemessen 82,4 bzy. 
76,85 C.E./eem. 

Die Elution wurde 16 Tage bei — 20° gegen 30°/, iges Methanol dia- 
lysiert. Wiahrend dieser Zeit triibte sich die Lésung, das EiweiB setzte sich 
erst ab, nachdem das Glycerin voéllig herausdialysiert war. Der iiberstehende 
Saft wurde abgegossen, das Eiweif in 30 cem H,O suspendiert und zentri- 
fugiert, sowohl die Lésung als auch das abzentrifugierte Eiwei8 waren 
beide inaktiv. Der bei der Dialyse iiber dem ausgefillten EiweiB stehende 
Saft enthielt mit und ohne Kochsaft gemessen 7,15 bzw. 6,1 C.E./cem. Aus 
dem Trockengewicht 0,8 mg/ecm ergibt sich dann C.W. = 8,9. 

Versuch 213. Zu 500 cem des kaolinadsorbierten Saftes 86 wurden 
150 ccm Tonerde B gegeben und diese Suspension 2 Tage bei — 20° gehalten. 
Die Tonerde wurde abgeschleudert, die Aktivitit des Saftes betrug mit und 
ohne Kochsaft gemessen 32,8 bzw. 30,77 C.E./cem. Dieser Saft enthielt nur 
Spuren EiweiB. . 

Versuch 214. 100 ccm dieses Saftes wurden 3 Tage bei — 20° dia. 
lysiert. Der tiber dem ausgefiillten KiweiB stehende Saft wurde abgegossen, 
Aktivitét 14,3 C.E./eem. Das Eiweif wurde mit 30 cem H,O aufgeriirt, 
zentrifugiert und der klare Saft mit und ohne Kochsaft gemessen. Aktivi- 
titen 30,64 und 17,88 C.E./cem. 

In diesem Falle findet mit Kochsaft im Gegensatz zu friitheren Dialysen 
eine verhiltnismaBig starke Aktivititssteigerung statt. Aus dem Trocken- 
gewicht 1,33 mg/ecm ergibt sich C.W. = 25, C.Q. = 0,1372. 

Versuch 215. 2 Proben von 200 ccm des Versuches 213 wurden mit 
je 40 cem Tonerde B 10 Minuten bei +20° geschiittelt. Das Ferment wird 
bei dieser Arbeitsweise véllig an die Tonerde adsorbiert. Die beiden 
iiberstehenden Sifte waren inaktiv. Die Tonerdeadsorbate wurden wie 
iiblich gewaschen und dann in je 40 cem 50°/,igem Glycerin suspendiert. 
Die Aktivitaéten der beiden Tonerdeadsorbate waren 88 bzw. 74,88 C.E./ccm. 
Die beiden Adsorbate je 40 cem wurden mit je 8 ccm 3 m-Phosphatpuffer 
Pp 6,4 15 Stunden bei —20° eluiert. Aktivitaéten der beiden Elutionen 
85,58 bzw. 71,4 C.E./eem. 

Die beiden Eluate wurden zusammengegeben (Volumen 82 ccm) und 
14 Tage bei —20° dialysiert. Nach dieser Zeit war das Glycerin villig 
herausdialysiert. Der iiber dem ausgefillten EiweiB stehende Saft wurde 
abgegossen. Aktivitiéten mit und ohne Kochsaft 8,85 bzw. 3,64 C.E./ccm. 
Das Volumen des abgegossenen Saftes betrug 160 ccm. Das Trockengewicht 
von 1 cem 0,95 mg, das Trockengewicht fiir 160 cem also 152 mg. Das 
bei der Dialyse ausgefillte Eiwei8 wurde in 80 cem H,O suspendiert, die 
Suspension war nicht aktiv. Das Trockengewicht dieser 80 ccm betrug 
32 mg. Das Gesamttrockengewicht der dialysierten Elution betrigt also 
184 mg. Daraus berechnet sich C.W. = 34,98 fiir die Lésung vor der Dialyse. 
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